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MECCANISMI DI MORTE CELLULARE PROGRAMMATA 
 
La morte cellulare programmata è uno degli eventi biologici alla base della regolazione 
dell'omeostasi tissutale, ma svolge anche un ruolo nell’eliminazione di cellule 
danneggiate, stressate o infette. Alterazioni di questi meccanismi sono responsabili 
dell’insorgenza di gravi patologie, quali tumori, malattie autoimmuni, malattie infettive, 
malattie neurodegenerative e ischemiche. La resistenza delle cellule tumorali ai 
meccanismi di morte cellulare programmata contribuisce alla progressione del tumore e 
alla resistenza alla terapia. Pertanto la conoscenza delle basi molecolari di tali eventi di 
morte assume una particolare importanza allo scopo di individuare valide strategie 
terapeutiche per sopprimere le cellule cancerose.  
La morte cellulare programmata è una forma di morte regolata, che avviene secondo un 
programma molecolare ben preciso. La principale forma di morte cellulare 
programmata è l’ apoptosi, che è caratterizzata dall’attivazione di specifiche proteasi, 
che prendono il nome di caspasi, le quali attivano una cascata proteolitica responsabile 
dell’innesco e dell’esecuzione dell’evento di morte. Tradizionalmente l’apoptosi veniva 
contrapposta alla necrosi, una forma di morte indipendente dall’attivazione delle 
caspasi, che per lungo tempo è stata considerata un evento passivo e accidentale, oggi 
però sono note forme di necrosi programmata, quali la necroptosi. Un ulteriore 
meccanismo di morte cellulare programmata caspasi-indipendente è rappresentato 
dall’autofagia, che a differenza di apoptosi e necrosi può svolgere anche un ruolo di 
sopravvivenza (Ouyang et al., 2012; Liu et al., 2012). 
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Figura 1 della tesi: Confronto tra diversi meccanismi di morte cellulare. Esistono diverse forme di 
morte cellulare che differiscono per le caratteristiche morfologiche e biochimiche: l’apoptosi, la 
necroptosi e l’autofagia. All’osservazione al microscopio la cellula apoptotica assume una forma 
tondeggiante, il volume cellulare si riduce (picnosi), la cromatina condensa, il nucleo viene frammentato 
(carioressi). Gli organelli citoplasmatici non presentano di norma modifiche ultrastrutturali. 
Modificazioni a carico del mitocondrio riguardano principalmente la caduta del potenziale di membrana 
mitocondriale e la fuoriuscita nel citoplasma di fattori pro-apoptotici come il citocromo c. La membrana 
plasmatica subisce, nello stadio finale, modifiche che portano alla  formazione di evaginazioni dette corpi 
apoptotici (blebbing) che vengono fagocitati dal sistema immunitario. La necroptosi, è caratterizzata da 
una rapida perdita dell’integrità della membrana, rigonfiamento degli organelli citoplasmatici, moderata 
condensazione cromatinica, disfunzione mitocondriale. L’autofagia è caratterizzata dalla presenza nella 
cellula di autofagosomi, i quali sono costituiti da una doppia membrana contenente organelli o citoplasma 
in degenerazione. La fusione tra autofagosomi e lisosomi determina la formazione di autofagolisosomi, in 
questi avviene la degradazione della membrana interna dell’autofagosoma e del suo contenuto. La cellula 
autofagica è priva di condensazione cromatinica e contiene al proprio interno numerose vescicole 
autofagiche (Kroemer et al., 2009). 
 
www.imgenex.com 
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L’apoptosi 
 
L’apoptosi è una forma di morte cellulare programmata, questo evento di morte di 
norma non si accompagna a processi infiammatori, poiché il materiale interno alla 
cellula non viene riversato all’esterno (Chowdhury et al., 2006). Le cellule che muoiono 
per apoptosi presentano specifiche caratteristiche morfologiche e biochimiche. 
All’osservazione al microscopio la cellula presenta una forma tondeggiante, il volume 
cellulare si riduce (picnosi), la cromatina condensa, il nucleo viene frammentato 
(carioressi). Gli organelli citoplasmatici non presentano di norma modifiche 
ultrastrutturali. Modificazioni a carico del mitocondrio riguardano principalmente la 
caduta del potenziale di membrana mitocondriale e la fuoriuscita nel citoplasma di 
fattori pro-apoptotici come il citocromo c. La membrana plasmatica subisce, nello 
stadio finale, modifiche che portano alla formazione di evaginazioni dette corpi 
apoptotici (blebbing) che vengono fagocitati dal sistema immunitario (Kroemer et al., 
2009; Galluzzi et al., 2012). Una caratteristica molecolare tipica dell’apoptosi classica è 
l’attivazione delle caspasi (cisteina-aspartato proteasi), proteasi coinvolte sia 
nell’innesco, sia nell’esecuzione di questo processo di morte. Le caspasi vengono 
prodotte sotto forma di pro-enzimi, ed attivate mediante taglio proteolitico. Esistono due 
sottofamiglie di caspasi: le caspasi iniziatrici (caspasi 9, 8, 2 e 10) e le esecutrici 
(caspasi 3, 7, 6); le prime, sono attivate in una fase precoce del processo e hanno il 
compito di attivare le esecutrici, le seconde agiscono su diversi substrati, contribuendo 
alla fase esecutiva dell’apoptosi (Fan et al., 2005). Il processo apoptotico può essere 
innescato da una via estrinseca o da una via intrinseca. La via estrinseca prevede 
l’attivazione di recettori di morte, tra i quali: Fas/CD95o Apo-1, i recettori per il TNF 
(TNF-R), e i recettori TRAIL (TRAIL-R1 e TRAIL-R2). Questi recettori sono 
localizzati sulla membrana plasmatica e, una vota attivati dai loro specifici ligandi, sono 
in grado di reclutare molecole citoplasmatiche adattatrici (come TRADD e FADD) 
tramite i loro domini di morte (Death Domain o DD). Le proteine adattatrici, tramite il 
loro domini DED (Death Effector Domain), richiamano le pro-caspasi 8 e 10, 
inducendone l’attivazione in un complesso che prende il nome di DISC (Death Inducing 
Signaling Complex). Le caspasi 8 e 10 attivano quindi le caspasi esecutrici (caspasi 3, 6 
e 7) mediante un taglio proteolitico.  
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La via intrinseca prevede il coinvolgimento del mitocondrio, ed il rilascio nel 
citoplasma di fattori mitocondriali che attivano specifici sistemi di morte (Chowdhury et 
al., 2006). Un ruolo centrale nell’attivazione di questa via è svolto dalle proteine della 
famiglia Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2). Questa famiglia di proteine regola la permeabilità 
della membrana mitocondriale esterna (Mithocondrial Outer Membrane 
Permeabilization, MOMP), e comprende sia fattori pro-apoptotici (Bak, BAD, Bok e 
altre), sia proteine anti-apoptotiche (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w). I membri della famiglia 
Bcl-2 possiedono dei domini omologhi, detti domini BH (Bcl-2 Homology Domain). Le 
proteine pro-apoptotiche presentano quattro domini BH: BH1, BH2, BH3, BH4; alcuni 
membri pro-apoptotici, come Bax (Bcl-2-Associated X protein) e Bak (Bcl-2 
homologous Antagonist Killer) possiedono tutti i domini BH, eccetto il BH4. Infine gli 
altri membri pro-apoptotici come Bid, Bim e Bad possiedono esclusivamente il dominio 
BH3. Le proteine di questa famiglia contengono dei domini transmembrana che ne 
consentono l’inserimento nella membrana mitocondriale esterna. Si ipotizza che alcuni 
membri pro-apoptotici, come Bax e Bak, siano in grado di formare dei pori nella 
membrana esterna del mitocondrio, determinando il rilascio di fattori mitocondriali 
implicati nella via intrinseca. I fattori anti-apoptotici come Bcl-2 bloccano questo 
processo, altri membri come Bid favoriscono la formazione di questi pori (Chao et al.; 
1998). In particolare, in seguito al taglio di Bid, operato dalla caspasi 8, si ottiene una 
proteina tronca, che migra nel mitocondrio e interagisce con altri membri pro-apoptotici 
della famiglia Bcl-2: Bax e Bak, i quali formano dei pori nella membrana mitocondriale 
esterna. Tramite questi pori fuoriescono alcune molecole, come il citocromo c, 
SMAC/Diablo, AIF (Apoptosis Inducing Factor), l’endonucleasi G. Il citocromo c è un 
importante fattore responsabile del trasporto degli elettroni dal complesso III al 
complesso IV della fosforilazione ossidativa. Quando è rilasciato dal mitocondrio va ad 
interagire con la proteina APAF-1 (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) e la pro-
caspasi 9, generando un complesso multiproteico detto apoptosoma. Tale complesso 
determina quindi l’attivazione della pro-caspasi 9 in caspasi 9, innescando così una serie 
di eventi proteolitici che culminano nell’esecuzione dell’apoptosi (Chowdhury et al., 
2006).  
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Figura 2 della tesi: Via estrinseca ed intrinseca dell’apoptosi. La via estrinseca dell’apoptosi prevede 
l’attivazione dei recettori di morte, i quali sono in grado di reclutare la pro-caspasi 8, inducendone 
l’attivazione. Tale caspasi a sua volta può attivare la caspasi 3, che va ad agire su diversi substrati consentendo 
l’esecuzione dell’evento apoptotico. La via intrinseca prevede la formazione di pori a livello della membrana 
mitocondriale, con il conseguente rilascio di fattori quali il citocromo c, il quale determina l’attivazione della 
caspasi 9, che a sua volta può attivare la caspasi 3. Esiste un collegamento tra le due vie, infatti la caspasi 8 può 
operare un taglio proteolitico su Bid, favorendo la formazione di pori nella membrana mitocondriale 
(Chowdhury et al., 2006). 
(Pope et al.; Nat Rev Immunol; 2002) 
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La necroptosi 
 
La necrosi è classicamente considerata un evento di morte cellulare non regolata, 
caratterizzata dalla presenza di precise modificazioni nella morfologia.  Le cellule che 
subiscono questo processo di morte vanno incontro ad un incremento del volume e a lisi 
della membrana plasmatica, con conseguente rilascio del loro contenuto, danneggiando 
frequentemente le cellule vicine e innescando un processo infiammatorio. 
Tuttavia oggi sono noti anche meccanismi di necrosi programmata, quali la necroptosi. 
Questo evento di morte è infatti innescato da meccanismi di trasduzione del segnale ed è 
regolato da specifiche proteine enzimatiche (Galluzzi et al., 2008; Hitomi e al., 2008). 
La necroptosi può essere attivata dagli stessi recettori di morte coinvolti nel 
meccanismo apoptotico (Galluzzi et al., 2008), quali il recettore per il TNF, o i recettori 
TRAIL e Fas. È noto che questi recettori possono innescare l’apoptosi classica, ma 
quando le caspasi sono bloccate fisiologicamente o mediante l’impiego di specifici 
inibitori come lo zVAD.fmk o z-Val-Ala-Asp-fluorometylketone, gli stessi recettori 
possono attivare una via che determina la morte per necroptosi (Hitomi e al., 2008). 
Tale via prevede il coinvolgimento di RIP -1 (Receptor Interacting Protein 1), una 
proteina chiave del processo necroptotico. Da un punto di vista biochimico, infatti, la 
necroptosi è stata definita come un tipo di morte cellulare che può essere prevenuta 
mediante l’inibizione di RIP-1. Alcuni studi hanno dimostrato che la repressione 
trascrizionale o l’inibizione farmacologica di questa proteina può preservare le cellule 
dall’evento necroptotico (Kroemer et al., 2009). I principali inibitori farmacologici di 
RIP-1 sono le necrostatine, la più nota tra queste è la necrostatina-1, la quale interagisce 
con  un dominio di morte presente su RIP-1 (Detgerev et al.; 2008). Questa proteina 
contiene infatti un dominio di morte che le consente di interagire con i recettori per il 
TNF (TNFR1), Fas, e i recettori del ligando TRAIL (TRAIL R1 e 2), e con le proteine 
adattatrici FADD e TRADD. Tramite tale dominio RIP-1 viene quindi reclutata nel 
complesso recettoriale ed attivata per fosforilazione. Inoltre questa proteina contiene 
anche un dominio che le consente di interagire con la chinasi RIP-3 (Sun et al., 2002), 
formando un complesso che è stato definito “necrosoma”. RIP-3 sembra essere 
l’esecutore dell’evento necroptotico e la sua azione si correla ad un complesso 
meccanismo che culmina nella produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS).  
10 
 
L’attività di RIP-1 può essere regolata da eventi di ubiquitinazione: in particolare fattori 
antiapoptotici come le proteine IAP (Inhibitors of Apoptosis) sembrano promuovere 
l’ubiquitinazione di RIP-1 (Park et al., 2004). In tale stato RIP-1 acquisisce la funzione 
di fattore di sopravvivenza determinando indirettamente l’attivazione di NF-kB. Nella 
forma de-ubiquitinata, invece, RIP-1 innesca eventi di morte caspasi-indipendenti, 
mediante l’attivazione di RIP-3 (Declerq et al., 2009). L’attività di RIP-1, ma anche di 
RIP-3 è regolata dall’azione delle caspasi, la caspasi 8 è in grado di degradare entrambe 
le chinasi contrastando l’evento necroptotico e favorendo la via apoptotica classica (Cho 
et al., 2009; Feng et al., 2007). Di recente, Feoktistova et al., hanno evidenziato che 
l’attività di RIP-1 è modulata a livello di un complesso detto “ripoptosoma”, questo 
complesso contiene, oltre a RIP-1, anche le due isoforme di c-FLIP (FLIPL ed S), FADD 
e la caspasi-8. Quando i livelli di FLIPL sono elevati, si formano prevalentemente 
eterodimeri caspasi 8-FLIPL, i quali possiedono attività catalitica ridotta rispetto alla 
forma attiva della caspasi. Pertanto tali eterodimeri possono agire selettivamente su 
substrati che si trovano nelle immediate vicinanze, quali la proteina RIP-1 presente nel 
complesso (Feoktistova et al., 2011). In seguito al taglio proteolitico di RIP-1, si ottiene 
un frammento C-terminale in grado di mediare l’apoptosi (Kim et al., 2000). Quando 
invece prevale la forma FLIPS, si forma un eterodimero caspasi 8-FLIPs, il quale non 
presenta attività catalitica, pertanto RIP-1 non viene degradata e attiva la necroptosi.  
Diversi studi evidenziano che l’assenza di FADD e della caspasi 8 è letale per le cellule, 
in quanto determina accumulo di RIP-1 e conseguente morte per necroptosi. Infatti in 
assenza di FADD, proteina adattatrice responsabile del reclutamento delle diverse 
componenti del ripoptosoma, il complesso non si forma e RIP-1 non può essere 
degradata (Feoktistova et al., 2011). 
Come accennato RIP-1 può attivare la chinasi RIP-3 mediante fosforilazione, quando 
RIP-3 è attiva interagisce direttamente con enzimi implicati nel metabolismo ossidativo 
quali: la glicogeno fosforilasi (PYGL), la glutammina sintetasi, e la glutammato 
deidrogenasi (GLUD1). L’interazione di RIP-3 con questi enzimi ne incrementa 
l’attività, stimolando il metabolismo energetico con conseguente induzione di stress 
ossidativo (Declerq et al., 2009). Inoltre RIP-1 può attivare l’enzima NADPH ossidasi 1 
a livello di un complesso che viene reclutato dal recettore del TNF-α (Kim et al., 2007). 
Infine RIP-1 può stimolare la degradazione autofagica della catalasi, favorendo 
l’accumulo dei ROS (Murakami et al., 2011). In alcuni modelli sperimentali i ROS 
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sembrano essere responsabili dell’esecuzione dell’evento necroptotico, determinando 
diversi effetti, quali una prolungata attivazione della chinasi JNK, seguita da morte 
cellulare (Christofferson et al., 2010). Un altro fenomeno che caratterizza la necroptosi 
è la presenza di alterazioni a carico del mitocondrio, quali permeabilizzazione della 
membrana mitocondriale esterna e produzione di ROS. In questo evento sembrano 
essere coinvolte le proteine ANT (Adenina Nucleotide Traslocasi) e Bmf (Bcl-2 
Modifying Factor) (Christofferson et al., 2010; Kroemer et al., 2009). ANT è una 
proteina localizzata nella membrana mitocondriale interna, la quale media lo scambio 
ATP/ADP. L’ADP che penetra nel mitocondrio viene adoperato per la sintesi di ATP, il 
quale viene in seguito trasportato nel citosol (Temkin et al., 2006). In risposta a 
determinati stimoli ANT può formare dei pori nella membrana mitocondriale interna, 
determinando così una permeabilizzazione del mitocondrio (Kumarswamy et al., 2009). 
Bmf è una proteina della famiglia Bcl-2, in grado di inibire i membri anti-apoptotici di 
tale famiglia, favorendo così la formazione di pori nella membrana del mitocondrio 
(Hitomi et al., 2008).  
Un altro evento spesso associato alla necroptosi è l’incremento del calcio 
citoplasmatico, il quale è in grado favorire la formazione di pori sulla membrana 
mitocondriale, ma anche di attivare le calpaine e le catepsine, proteasi coinvolte in 
eventi di morte caspasi-indipendenti (Kroemer et al., 2009).  
Un altro noto mediatore della necrosi programmata è rappresentato dalla proteina AIF. 
AIF è una flavoproteina mitocondriale che in seguito ad un taglio proteolitico ad opera 
di proteasi quali le calpaine o le catepsine trasloca nel nucleo, dove forma un complesso 
con l’endonucleasi ciclofillina A e con l’istone H2AX, determinando condensazione e 
frammentazione su larga scala della cromatina (Baritaud et al., 2012).   
Lo studio del processo necroptotico è di grande interesse nell’ambito dell’oncologia 
molecolare, in quanto molecole in grado di indurre la necroptosi potrebbero essere 
utilizzate per determinare la morte di cellule tumorali resistenti all’apoptosi. 
L’inibizione del processo apoptotico è infatti una strategia frequentemente adoperata 
dalle cellule tumorali, per resistere al trattamento terapeutico (Viktorsson et al., 2005). È 
stato però ipotizzato che le cellule possano sviluppare anche meccanismi di resistenza 
alla necroptosi, quindi l’uso di combinazioni costituite da farmaci pro-apoptotici e 
composti che promuovono la necroptosi potrebbe rappresentare una valida strategia 
terapeutica (Hu et al., 2008). 
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Figura 3 della tesi: Segnali di sopravvivenza e di morte attivati dai recettori. I recettori di morte, in risposta a 
specifici segnali possono reclutare presso la membrane alcune proteine quali TRADD, TRAF2, RIP-1 e cIAP1, 
formando il complesso I. Rip-1 può essere ubiquitinata da cIAP1a livello di tale complesso, acquisendo la capacità di 
reclutare NEMO, una subunità del complesso IKK, determinando così l’ attivazione della via di NF-kB. Quando RIP-1 
è de-ubiquitinata forma il complesso IIa insieme a FADD, RIP-3 e la caspasi 8. La caspasi 8 attiva determina un taglio 
proteolitico su RIP-1 e RIP-3 attivando così l’apoptosi. Quando la caspasi 8 è assente o inibita le forme fosforilate di 
RIP-1 e RIP-3 formano il necrosoma, attivando così la necroptosi. La formazione del complesso IIb richiede l’attività 
chinasica di RIP-1, che viene inibita dalla Necrostatina-1 (Song et al., 2013; Yuan et al., 2010).   
 
 
 
 
 
 
Figura 4 della tesi: Modulazione dell’attività di RIP-1 a livello del ripoptosoma. Il ripoptosoma è un complesso 
costituito dalla caspasi 8, RIP-1, FADD e cFLIP, il quale viene reclutato dai recettori di morte. La composizione del 
ripoptosoma è di fondamentale importanza nel determinare il destino cellulare. Quando si formano omodimeri della 
caspasi 8 viene attivata la cascata delle caspasi, stimolando la via apoptotica. Se si formano invece eterodimeri caspasi 
8-FLIPL, questa caspasi presenta attività ridotta e non è in grado di attivare l’apoptosi, può però determinare un taglio 
proteolitico su RIP-1, inibendo la necroptosi. Quando la caspasi 8 è inibita o assente o non si forma il ripoptosoma, RIP-
1 si accumula e attiva la necroptosi (Feoktistova et al., 2011).  
(Song et al., Bacteriol Virol; 2013) 
(Kreuzaler e Watson; Nat Rev Cancer; 2012) 
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L’autofagia 
 
Nel panorama dei meccanismi di morte attivabili nei sistemi cellulari, negli ultimi anni 
è emerso il meccanismo di morte autofagica. L’autofagia è un processo auto-digestivo 
della cellula che le consente di degradare e riciclare le componenti cellulari (Liu et al., 
2012). Esistono tre forme di autofagia negli eucarioti: autofagia mediata dalle chaperone 
(CMA), microautofagia e macroautofagia, alla quale comunemente ci si riferisce 
impiegando il termine di autofagia. Questo processo è caratterizzato dalla presenza di 
autofagosomi: vescicole a doppia membrana che sequestrano il citoplasma o organuli 
cellulari e successivamente si fondono con i lisosomi, consentendo la digestione del 
materiale che contengono. L’autofagia può avere un ruolo di sopravvivenza, infatti 
quando la cellula si trova in condizioni di stress o di deprivazione di nutrienti, le 
componenti cellulari sequestrate e degradate vengono riciclate per la sintesi di 
macromolecole e di ATP. Inoltre la degradazione di organelli danneggiati o di 
costituenti citosoliche alterate, come per esempio aggregati proteici, preserva le cellule 
da ulteriori danni (Liu et al., 2012). L’autofagia può anche essere presente in tutte le 
cellule a livelli basali, per garantire il turnover del citoplasma e degli organelli (Levine 
et al., 2005).  Tuttavia è noto che in una persistente condizione di stress l’autofagia può 
determinare eventi di morte, con caratteristiche differenti rispetto alla necrosi e 
all’apoptosi (Liu et al., 2012). Tra i principali regolatori dell’autofagia vi è la chinasi 
target della rapamicina (mTOR), la quale inibisce l’evento autofagico quando nella 
cellula vi è abbondanza di nutrienti (Levine et al., 2005). L’evento autofagico è stato 
scoperto nei mammiferi ed è stato a lungo studiato nei lieviti; questi studi hanno 
permesso di identificare diversi geni codificanti per proteine coinvolte nell’autofagia 
(ATG proteins). Questo processo è altamente conservato e molte proteine ATG 
presentano degli omologhi negli organismi superiori. Queste proteine intervengono 
nelle diverse fasi dell’evento autofagico: formazione (o nucleazione) delle vescicole, 
espansione di una membrana di isolamento chiamata fagoforo, maturazione degli 
autofagosomi, e recupero di proteine autofagiche da questi organelli (Kourtis et al., 
2009). Le proteine ATG sono suddivise in quattro gruppi funzionali: 1) proteine che 
formano un complesso di serina/treonina chinasi, le quali sono attivate in risposta a 
diversi segnali, quali quello mediato da mTOR (ATG1, 13 e 17); 2) proteine coinvolte 
nella nucleazione delle vescicole autofagiche (ATG 6 e 14, Vps 15 e 34); 3) proteine 
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che mediano l’espansione delle vescicole (Atg 8, 3, 7 e 12); 4) proteine che consentono 
il recupero delle altre ATG dall’autofagosoma maturo (ATG 2, 9 e 18) (Levine et al., 
2005). Durante la fase di formazione dell’autofagosoma interviene un complesso 
costituito dalla serina/treonina chinasi ATG 1, dalla proteina scaffold ATG 13 e dalle 
ATG 17, 29 e 31. Nei mammiferi esiste un complesso analogo costituito da ULK 1 
(ATG 1), mATG 13 (ATG 13), FIP200 o Focal adhesion kinase family Interacting 
Protein (ATG 17) e ATG 101. L’attività di questo complesso è regolata da mTOR, il 
quale è sensibile allo stato nutrizionale della cellula (Pyo et al., 2012). In condizioni di 
abbondanza di nutrienti mTOR è attiva e, mediante un meccanismo ancora non chiarito, 
inibisce l’attività della chinasi ULK 1, impedendole di interagire con il fagoforo e di 
intervenire nella nucleazione dell’autofagosoma. In condizioni di deprivazione di 
nutrienti mTOR è inattiva, ciò consente l’autofosforilazione e conseguente attivazione 
di ULK 1, la quale va a fosforilare le proteine ATG13 e  FIP200. ULK1, ATG 13 e 
FIP200 fosforilate formano un complesso che si va a localizzare in prossimità di 
specifiche regioni di membrana, reclutando proteine coinvolte nella formazione 
dell’autofagosoma. ULK è coinvolta anche nel reclutamento di un complesso coinvolto 
nella fase di nucleazione, tale complesso contiene la PI3K III o Phosphatidylinositol 3 
kinase III (Vps 34), la beclina-1 (ATG 6), e p105 (Vps 15). L’interazione della beclina-
1 con la PI3K III, ne promuove l’attività catalitica,  consentendo la formazione di 
fosfatidil-inositolo 3 fosfato (PIP3), che reclutano diverse proteine nel sito di 
nucleazione. Recenti studi dimostrano che la beclina-1 è in grado di legare anche la 
proteina ATG 14 L (Barkor), consentendone il reclutamento presso la membrana dove 
lega i PIP3. In particolare sembra che ATG 14 L si leghi presso regioni curve di 
membrana dove sono stati incorporati questi fosfoinositoli, stabilizzando e mantenendo 
la curvatura e contribuendo così alla formazione dell’autofagosoma. A tale fase segue 
l’allungamento, il quale prevede eventi di coniugazione “ubiquitin-like”, il primo evento 
coinvolge il complesso ATG 12-ATG 5-ATG 16; il secondo riguarda la conversione 
della proteina LC3 (ATG 8) dalla forma LC3I alla forma LC3II, evento chiave per la 
formazione dell’autofagosoma. LC3I subisce un taglio proteolitico da parte della 
cisteina proteasi ATG 4 e viene successivamente coniugato con la fosfatidiletanolamina 
(PE) da ATG 3 e ATG 7 (un enzima E2-like). Si ottiene così LC3II che si associa alla 
membrana dell’autofagosoma e vi rimane finchè questo non viene fuso con i lisosomi. 
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La conversione di LC3I in LC3II è un noto step del processo autofagico (Pyo et al., 
2012; Jung et al., 2010). 
L’ultima fase dell’autofagia è rappresentata dalla fusione delle vescicole autofagiche 
contenenti il citoplasma con i lisosomi, formando gli autofagolisosomi o autolisosomi. 
Il contenuto degli autofagolisosomi e la loro membrana interna sono quindi degradati 
dalle idrolasi lisosomiali. Il meccanismo molecolare alla base della fusione tra 
autofagosomi e lisosomi ed il loro trasporto non è stato ancora del tutto chiarito. Di 
recente è stato evidenziato che sia nei mammiferi sia nei lieviti la maturazione degli 
autofagolisosomi  richiede l’intervento di GTPasi monomeriche quali Rab22 e 24. 
Inoltre sono state individuate alcune proteine che regolano la maturazione e la 
degradazione degli autofagolisosomi, tra queste vi sono UVRAG, rubicon, presenilina 
1, proteine contenenti valosina (VCP), e il complesso proteico syntaxin 5-SNARE. 
Infine è stato evidenziato un ruolo del complesso ESCRT (complesso richiesto per il 
trasporto degli endosomi) nella fusione tra autofagosomi e lisosomi. Anche il 
meccanismo mediante il quale i prodotti di degradazione delle componenti 
citoplasmatiche vengono esportati nel citosol per essere riutilizzati necessita di 
approfondimenti sperimentali che siano in grado di rendere  più chiaro questo aspetto  
(Pyo et al., 2012). 
 
Figura 5 della tesi: Schema rappresentativo delle diverse fasi dell’autofagia. L’autofagia ha inizio 
con  la formazione del fagoforo o membrana di isolamento (fase di nucleazione delle vescicole). L’azione 
di diverse proteine determina l’espansione del fagoforo in autofagosoma (fase di espansione delle 
vescicole). L’autofagosoma può inglobare regioni di citoplasma in maniera non specifica, inclusi interi 
organelli. Successivamente la membrana esterna dell’autofagosoma si fonde con un endosoma (formando 
un anfisoma, prima di fondersi con un lisosoma) oppure direttamente con un lisosoma (fase di fusione) 
generando un autofagolisosoma. Infine il materiale contenuto all’interno della vescicola viene degradato e 
riciclato (fase di degradazione) (Kourtis et al., 2009).   
(Meléndez and Levine; WormBook; 2009) 
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Figura 6 della tesi: Vie di regolazione dell’evento autofagico. L’autofagia è regolata dalla 
serina/treonina chinasi mTOR; in condizioni di abbondanza di nutrienti tale chinasi inibisce l’evento 
autofagico mediante regolazione negativa del complesso costituito dalla chinasi ULK1, da FIP200 e da 
Atg13. In condizioni di deprivazione di nutrienti mTOR è inibita, pertanto il complesso della chinasi 
ULK è attivo e recluta proteine coinvolte nella formazione dell’autofagosoma. Un altro fattore chiave 
dell’evento autofagico, coinvolto nella fase di maturazione dell’autofagosoma, è la PI3K III (Vsp34), la 
cui attività è promossa dall’interazione con la beclina-1. Il legame della beclina-1 con la proteina Bcl-2 
inibisce l’autofagia. La fase di allungamento del pre-autofagosoma prevede due reazioni “ubiquitin-like”. 
La prima prevede il coinvolgimento delle proteine Atg12, Atg5 e Atg16L; la seconda riguarda la 
conversione della proteina LC3 dalla forma LC3I alla forma LC3II. Tale evento prevede un taglio 
proteolitico esercitato da Atg4 sulla proteina LC3I, il frammento così ottenuto viene quindi coniugato con 
la fosfatidiletanolamina (PE) dalle proteine Atg3 e Atg 7, generando LC3II (Pyo et al., 2012). 
 
 
 
 
 
(Quan and Lee; Endocrinol Metab; 2013) 
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STRESS OSSIDATIVO E CANCRO 
 
Diverse evidenze sperimentali supportano l’idea che l’attivazione di eventi ossidativi 
possa rappresentare un’utile strategia per uccidere selettivamente le cellule cancerose in 
alcuni sistemi tumorali.  
Di fatto è stato anche documentato che le cellule tumorali presentano una maggiore 
quantità di specie reattive dell’ossigeno (ROS) rispetto alle cellule normali, ciò può 
dipendere da una loro maggiore produzione da parte del mitocondrio o da parte di 
enzimi quali la nicotinammide adenina dinucleotide fosfato (NADPH) ossidasi (NOX), 
oppure da ridotti livelli di sistemi antiossidanti quali la MnSOD (Manganese 
Superossido Dismutasi) e la catalasi. Questi elevati livelli di ROS possono essere 
responsabili dell’acquisizione di un fenotipo oncogenico, infatti promuovono la 
proliferazione (per esempio tramite l’attivazione delle chinasi ERK 1/2), la resistenza 
all’apoptosi (mediante l’attivazione di fattori di sopravvivenza, quali il fattore di 
trascrizione NF-kB,  e le chinasi AKT e scr), l’invasività e lo sviluppo di metastasi 
(stimolando la secrezione delle metalloproteinasi o MMPs) e l’angiogenesi (tramite 
secrezione di VEGF e angiopoietina) (Fig. 7). Inoltre i ROS possono determinare 
mutazioni a carico del DNA, favorendo la trasformazione oncogenica (Sosa et al., 
2013). 
Un ulteriore incremento del livello dei ROS nelle cellule tumorali determina invece dei 
danni a carico delle diverse macromolecole biologiche, risultando tossico. Tali cellule 
risultano pertanto particolarmente suscettibili all’azione di composti in grado di 
determinare una condizione di stress ossidativo (Sun et al., 2010) (Fig. 8). 
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 Figura 7 della tesi: Ruolo dei ROS nella cancerogenesi.  I ROS possono attivare diverse vie di 
trasduzione del segnale e alcuni fattori di trascrizione coinvolti nella cancerogenesi.  
 
 
Figura 8 della tesi: Relazione tra il livello dei ROS e la tumorigenesi. I ROS possono avere effetti 
benefici o tossici a seconda della loro concentrazione. Bassi livelli di ROS favoriscono la proliferazione e 
la sopravvivenza. Nelle cellule tumorali specifiche mutazioni determinano alterazioni del metabolismo e 
dei sistemi antiossidanti favorendo un incremento della produzione dei ROS. Tramite ulteriori mutazioni 
ed eventi di adattamento nelle cellule tumorali si genera un perfetto equilibrio tra la produzione dei ROS e 
il livello dei sistemi antiossidanti, al fine di mantenere moderata la concentrazione di queste specie. Le 
caratteristiche molecolari delle cellule tumorali le rendono però più sensibili nei confronti di stimoli che 
determinano un ulteriore incremento dei ROS. Livelli di ROS particolarmente elevati determinano una 
condizione di stress ossidativo con conseguente morte cellulare (Cairns et al., 2011). 
 
(Cairns et al.; Nat Rev Cancer; 2011) 
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Il termine “stress ossidativo” si riferisce alle condizioni in cui in un sistema biologico vi 
è un accumulo di  ROS o di specie reattive dell’azoto (RNS). I ROS sono molecole 
elettronicamente instabili e quindi altamente reattive, che derivano dall’ossigeno 
molecolare, tra questi vi sono sia  radicali liberi, sia specie non radicaliche. I radicali 
liberi sono molecole che contengono un elettrone spaiato nell’orbitale esterno e quindi 
sono altamente reattivi, in quanto tendono a catturare elettroni da altre molecole o a 
formare con esse legami covalenti, al fine di raggiungere una configurazione elettronica 
più stabile. I principali radicali dell’ossigeno sono: il radicale idrossilico (HO.), l’anione 
superossido (O2
.-
), il radicale idroperossido (HO2
.), il monossido d’azoto (NO.); i 
principali ROS non radicalici sono: il perossido d’idrogeno (H2O2), l’ossigeno singoletto 
(
1
O2), l’acido ipocloroso (HOCl), l’anione perossinitrito (ONOO
-
) (Fig. 9).  
 
 
Figura 9 della tesi: Principali specie reattive dell’ossigeno prodotte nella cellula 
 
I ROS sono prodotti da tutte le cellule degli organismi aerobi e regolano diversi processi 
fisiologici come la risposta agli stimoli mitogenici, la regolazione del ciclo cellulare 
(Paletta-Silva et al., 2013), ma anche il controllo dell’espressione genica, dell’apoptosi e 
della senescenza cellulare (Valko et al., 2006). Inoltre i ROS prodotti da cellule 
immunitarie quali i macrofagi e i neutrofili contribuiscono all’attivazione della risposta 
immunitaria nei confronti di agenti patogeni. Infine vie di segnalazione che prevedono il 
(Held.; www.biotek.com; 2010) 
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coinvolgimento della chinasi JNK, delle MAPK e dei fattori di trascrizione AP-1 ed 
NF-kB sono particolarmente sensibili ai ROS (Gutowski et al., 2013).  
I ROS sono un prodotto del normale metabolismo cellulare e possono essere prodotti 
tramite diverse reazioni enzimatiche (Sies et al., 1997). La principale sede della 
produzione dei ROS è la catena respiratoria mitocondriale, la quale è costituita da 
quattro complessi redox disposti secondo potenziali di riduzione standard crescenti. 
Questi complessi contengono componenti quali flavoproteine, centri ferro-zolfo e 
ubisemiquinoni, queste componenti consentono il trasporto di elettroni da un complesso 
all’altro, fino a raggiungere l’accettore finale rappresentato dall’ossigeno molecolare, 
che viene ridotto ad acqua (Osellame et al., 2012) (Fig. 10). Singoli elettroni possono 
sfuggire alla catena respiratoria, determinando la riduzione monoelettronica 
dell’ossigeno, generando O2
.-
. È ben noto che il complesso maggiormente coinvolto 
nella generazione dell’anione superossido è il complesso I, ma questa  molecola 
radicalica può essere generata anche a livello dei complessi II e III. In particolare si 
ipotizza che la produzione di questa specie reattiva dipenda dall’auto-ossidazione dei 
centri ferro-zolfo e del semiquinone (Sun et al., 2003). In condizioni fisiologiche, a 
livello della catena respiratoria solo il 2% dell’ossigeno viene convertito in anione 
superossido, se avvengono alterazioni del trasporto elettronico mitocondriale questa 
percentuale può incrementare notevolmente. Altre fonti mitocondriali di superossido 
sono alcuni enzimi mitocondriali quali la citocromo b5 reduttasi, la monoammina 
ossidasi, la diidrotato deidrogenasi, la deidrogenasi dell’α-glicerofosfato, la succinato 
deidrogenasi, l’ aconitasi e il complesso dell’ α-chetoglutarato deidrogenasi (Andreyev 
et al., 2005; Turrens et al., 2003).  
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(http://www.pharmainfo.net/pratibhanusha-chstanns/blog/reactive-oxygen-species-ros-%E2%80%93-
very-hungry-little-enemies-our-body). 
Figura 10 della tesi: Produzione dei ROS da parte della catena respiratoria. La catena respiratoria è 
composta da quattro complessi redox deputati al trasporto di elettroni, i quali raggiungono l’accettore 
finale, rappresentato dall’O2, il quale viene ridotto ad H2O. Singoli elettroni possono sfuggire alla catena 
respiratoria ed interagire direttamente con l’O2, formando O2
.-
.  
 
L’anione superossido può essere prodotto anche in sedi diverse dal mitocondrio, quali il 
reticolo endoplasmatico, la membrana cellulare e i perossisomi (Nordgren et al., 2013). 
In questi compartimenti cellulari, l’ O2
.- 
può essere prodotto direttamente nel corso di 
reazioni enzimatiche specifiche catalizzate da enzimi (Nordgren et al., 2013) come la 
NADPH ossidasi (NOX), che possiede diverse localizzazioni cellulari (Paletta-Silva et 
al., 2013), la xantina ossidasi, localizzata nei perossisomi (Kuppusami et al., 1989), la 
proteina Ero1 e membri della famiglia del citocromo p450, che si trovano nel Reticolo 
Endoplasmatico (ER) (Puntarulo et al., 1998), etc. Il principale enzima responsabile 
della sintesi dell’anione superossido è la NADPH ossidasi. La famiglia NOX 
comprende sei diverse isoforme enzimatiche: NOX 1-5 e DUOX 1 e 2 (dual oxidases). 
Le NOX sono state identificate nei fagociti, ma successivamente si è scoperto che sono 
espresse in tutti i tipi cellulari. Questi enzimi presentano sei domini transmembrana, due 
gruppi eme, un dominio flavinico e un dominio legante il NADPH. La NOX possiede 
diverse subunità proteiche, nella NOX 2 (la prima isoforma scoperta), troviamo due 
subunità di membrana: gp91phox (phox sta per phagocyte oxidase) e p22phox, tre 
subunità citosoliche: p40phox, p47phox e p67phox, ed infine una piccola proteina G: 
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Rac-2. Gp91phox è la subunità catalitica, detta anche NOX-2. In presenza di opportuni 
stimoli p47phox viene fosforilata ed è in grado di traslocare sulla membrana, dove si 
associa a p22phox. p67phox è associata con una regione ricca in prolina di p47, ma 
anche con la proteina Rac, mediante domini ricchi in tetratricopeptide. Anche p67 
contiene residui di serina e treonina che possono essere fosforilati. La subunità p40 è 
associata con la p47 e presenta domini fosforilabili, ma la sua presenza non è necessaria 
per l’attività dell’enzima. Quando le componenti citosoliche vengono fosforilate, si 
associano con le componenti di membrana, determinando l’attivazione della NOX. Le 
NOX 1 e 3 presentano subunità analoghe alla 2, quali p22phox, NOXA1 o NOX 
activator 1 (omologo di p67), NOXO1 o NOX organizator 1 (omologo di p47) e Rac1. 
La NOX 4 invece richiede solo la subunità p22phox per esercitare la propria attività 
enzimatica. Di recente è stata anche scoperta l’esistenza della proteina Poldip2 
(polymerase delta-interacting protein), la quale incrementa l’attività di questa isoforma 
della NOX. La NOX 5, localizzata nel reticolo endoplasmatico, è una particolare NOX 
sensibile al calcio, infatti possiede un dominio legante questo ione nella regione N-
terminale. Anche le DUOX 1 e 2 presentano due domini leganti il calcio, il nome di 
questi enzimi deriva dal fatto che oltre al dominio NOX-like, presentano anche un 
dominio perossidasi-like, ma non è stato mai chiaramente dimostrato se possiedono 
un’attività perossidasica. La NADPH ossidasi produce l’anione superossido trasferendo 
un elettrone dal NADPH all’ossigeno, questa reazione è mediata dal FAD e dai due 
gruppi eme dell’enzima. È oggetto di discussione la possibilità che la NOX 4 e le 
DUOX possano produrre direttamente H2O2 invece di anione superossido (Paletta-Silva 
et al., 2013) (Fig. 11). 
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Figura 11 della tesi: Struttura e regolazione delle diverse isoforme della NADPH ossidasi. Tutte le 
NOX sono proteine di membrana deputate alla produzione di O2
.-
, è oggetto di discussione se la NOX 4 e 
le DUOX possono generare direttamente H2O2. Le NOX 1, 2, 3 e 4 possiedono la subunità p22
phox
, ma 
soltanto le NOX 1 e 2 sono regolate dalla piccola GTPasi RAC. Le NOX 1 e 3 richiedono per la loro 
attivazione l’intervento delle subunità NOXA 1 e NOXO 1. Invece l’attivazione della NOX 2 necessita 
della presenza delle subunità p47 e p67, la subunità p40 può ulteriormente supportare l’attività 
dell’enzima. L’attivazione della NOX 5 e delle DUOX è dipendente dal calcio  (Paletta-Silva, 2013). 
 
L’anione superossido è la principale specie reattiva dell’ossigeno prodotta nella cellula, 
questa molecola ha un’emivita molto breve a causa della sua elevata reattività, pertanto 
deve essere prodotta in prossimità del suo bersaglio (Paletta-Silva et al., 2013). L’anione 
superossido può reagire con l’ossido nitrico, formando il perossinitrito, un forte agente 
ossidante e nitrosilante (Paletta-Silva et al., 2013). Inoltre, secondo la reazione di Haber-
Weiss l’ O2
.- 
può interagire con l’ H2O2, generando HO
.
,
 
il più reattivo degli intermedi 
dell’ossigeno. Tuttavia è stato dimostrato che alle basse concentrazioni di O2
.- 
 e di H2O2 
presenti nella cellula, questa reazione si verifica difficilmente (Koppenol et al., 2001). In 
presenza di Fe
+2
 o di Cu
2+
 comunque l’OH. può essere generato dall’ H2O2 mediante la 
reazione di Fenton (Singh et al., 2013) (Fig. 12).  
 
 
 
 
 
? ? 
(Bedard and Krause; Pysiol Rev; 2011) 
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Figura 12 della tesi: Reazione di Fenton e reazione di Haber-Weiss. L’OH. si può generare a partire 
dalla reazione tra O2
-.
 e H2O2 mediante la reazione di Haber-Weiss, oppure in presenza di ioni Fe
2+
, può 
essere generato a partire dall’H2O2, mediante la reazione di Fenton (Kalyanaraman et al., 2013). 
 
I ROS prodotti nella cellula vengono rimossi da sistemi antiossidanti enzimatici (SOD, 
catalasi, glutatione perossidasi) e non enzimatici (vitamine C ed E, GSH, etc), che 
assicurano il mantenimento di concentrazioni non tossiche di queste molecole; quando 
aumenta la produzione dei ROS e/o si ha un malfunzionamento dei sistemi antiossidanti 
o di attività enzimatiche deputate alla loro rimozione si instaura una condizione di stress 
ossidativo (Paletta-Silva et al., 2013; Gutowski et al., 2013) (Fig. 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13 della tesi: Lo stress ossidativo risulta dallo squilibrio tra la produzione dei ROS e i livelli 
dei sistemi antiossidanti. Normalmente le cellule sono in grado di mantenere un equilibrio tra produzione 
e rimozione dei ROS. Quando l’equilibrio si sposta verso la produzione dei ROS o si riducono i livelli dei 
sistemi antiossidanti si instaura una condizione di stress ossidativo, che risulta tossica per la cellula 
(Scandalios J.G., 2005). 
(Savelli et al.; Medico e Bambino;  2011) 
(Lotharius J. And Brundin P.; Nat Rev Neurosci; 2002) 
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L’anione superossido prodotto tramite le reazioni precedentemente descritte non è in 
grado di attraversare le membrane cellulari, a causa della propria carica negativa, ma 
può essere dismutato in perossido d’idrogeno (capace di attraversarle) spontaneamente o 
enzimaticamente, mediante l’intervento della superossido dismutasi (SOD). La SOD è 
un’ossido-reduttasi, che contiene uno ione metallo: rame, ferro o manganese e 
rappresenta uno dei più importanti sistemi scavenger. La Cu,ZnSOD si trova nel 
citoplasma e nello spazio intermembrana del mitocondrio, la MnSOD, ha invece 
localizzazione prevalentemente mitocondriale. La SOD effettua una reazione di 
dismutazione che consiste nel trasferimento di un elettrone da un anione superossido ad 
un altro. La molecola a cui è stato sottratto l’elettrone diverrà ossigeno, l’altra legherà 
due ioni H
+
, trasformandosi in acqua ossigenata (Kalyanaraman et al., 2013). L’acqua 
ossigenata è più stabile del perossido d’idrogeno ed è in grado di attraversare le 
membrane, i suoi livelli vengono regolati dalla catalasi e dalla glutatione perossidasi. La 
catalasi è un’ossidoreduttasi contenente quattro gruppi ferrosi, che converte il perossido 
d’idrogeno in acqua e ossigeno. Anche la glutatione perossidasi è un’ossidoreduttasi, la 
quale ossida due molecole di glutatione per convertire il perossido d’idrogeno in acqua. 
Esistono anche sistemi antiossidanti non enzimatici, costituiti da molecole a basso peso 
molecolare quali l’ascorbato, la vitamina E, il glutatione ridotto (GSH), i carotenoidi e 
la metallotioneina (MT) (Kalyanaraman et al., 2013). 
Il GSH è un tripeptide, costituito dagli amminoacidi cisteina e glicina legati mediante 
un normale legame peptidico, e acido glutammico che è legato alla cisteina tramite un 
legame atipico (legame γ-peptidico). Il GSH agisce mediante il gruppo tiolico della 
cisteina, che dona equivalenti riducenti a molecole instabili quali i ROS, si origina così 
una forma altamente reattiva che reagisce però rapidamente con un’altra molecola di 
glutatione ossidato formando il glutatione disolfuro (GSSG). Il glutatione ossidato può 
essere nuovamente ridotto dalla glutatione reduttasi, la quale impiega come donatore di 
elettroni il NADPH. Elevati livelli di glutatione nelle cellule tumorali sono correlati ad 
eventi di resistenza alle terapie. La più nota molecola in grado di ridurre i livelli del 
GSH è la butionina sulfossimina (BSO), che viene frequentemente associata ai 
chemioterapici tradizionali. Un limite nel suo impiego è rappresentato dalla sua breve 
emivita, e la sua scarsa selettività per le cellule tumorali, per questo motivo sono in 
corso studi per individuare altri composti da impiegare in alternativa (Traverso et al., 
2013).  
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Figura 14 della tesi: Vie di eliminazione dei ROS. L’anione superossido prodotto nella cellula viene 
metabolizzato dalle proteine della famiglia della superossido dismutasi e convertito in acqua ossigenata. 
L’acqua ossigenata a sua volta è convertita dalla catalasi ad acqua e ossigeno (Kalyanaraman et al., 2013). 
 
Come già accennato i ROS sono un normale prodotto del metabolismo cellulare e  
possono svolgere sia ruoli benefici, sia ruoli tossici per la cellula. Gli effetti benefici, 
come la risposta fisiologica agli stimoli mitogenici, la difesa da agenti patogeni, la 
regolazione del ciclo cellulare  si manifestano a basse concentrazioni (Paletta-Silva et 
al., 2013; Bartosz et al., 2009). Elevati livelli di ROS possono ossidare lipidi, proteine e 
DNA, alterando la loro funzione fisiologica. L’anione superossido, reagisce 
prevalentemente con ioni metallici,  gruppi ferro-zolfo e residui cisteinici di proteine. 
Anche il perossido d’idrogeno reagisce con i gruppi tiolici di proteine (in maniera 
reversibile) determinando la regolazione della loro attività. Per esempio l’acqua 
ossigenata può regolare alcune chinasi sensibili allo stress ossidativo come la protein 
chinasi B, la protein chinasi C, le proteine attivate dai mitogeni (MAPK), e JNK, inoltre 
può avere effetti diretti su canali ionici e recettori (Paletta-Silvia et al., 2013). Il 
perossido d’idrogeno può reagire anche con ioni metallici, determinando la sintesi dei 
radicali idrossilici, i quali reagiscono rapidamente e indiscriminatamente con molecole 
biologiche di diverso tipo, come acidi nucleici, nucleotidi liberi, proteine, lipidi e 
carboidrati (Sthos et al., 1995). 
L’ossidazione dei lipidi genera gli idrossidi lipidici, molecole molto instabili che 
vengono facilmente convertite in aldeidi altamente reattive quali 4-idrossi-2,3-nonenale 
e la malondialdeide (MDA) (Birben et al., 2012). La perossidazione lipidica ad opera 
dei ROS può determinare la perdita di acidi grassi polinsaturi, riducendo la fluidità delle 
(www.caymanchem.com) 
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membrane e alterando la loro permeabilità, favorendo la lisi delle cellule. Inoltre i ROS 
possono alterare l’interazione tra lipidi di membrana e proteine, modificando l’attività di 
alcuni enzimi e il trasporto ionico (Kowaltowski et al., 1999; Sthos et al., 1995).  
Infine i ROS possono interagire con il DNA sia a livello delle basi puriniche e 
pirimidiniche modificandole, sia con lo scheletro zucchero-fosfato determinando la 
scissione della doppia elica. L’ ossidazione delle basi presenta un’azione mutagenica, 
ma di recente è stato osservato che alcune basi ossidate come l’ 8-oxo-7,8-dihydro-2’-
deoxyguanosine (8-oxodG) possono modificare l’espressione genica (Zarakowska et al., 
2013).  
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IL PARTENOLIDE 
 
Il partenolide (PN) è un composto di origine naturale, che viene estratto dall’erba 
medicinale Tanacetum parthenium, nota anche come “feverfew”. Questo composto 
appartiene alla famiglia dei sesquiterpeni lattoni, ed è un noto antinfiammatorio, 
impiegato da lungo tempo per alleviare sintomatologie dolorose,  emicranie (Jhonson et 
al., 1985; Pareek et al., 2011), ma anche disturbi gastrici, irregolarità mestruali, febbre e 
artrite reumatoide (Pareek et al., 2011; Mathema et al., 2012).  
L’azione antinfiammatoria del PN è stata correlata all’inibizione della fosfolipasi A2 
(Makheja et al., 1982), a cui consegue la riduzione della produzione di prostaglandine a 
partire dall’acido arachidonico (Collier et al., 1980). Inoltre è stato dimostrato che il PN 
è in grado di inibire la 5-lipossigenasi (Sumner et al., 1992), le forme inducibili della 
ciclossigenasi (Hwang et al., 1996) e dell’ossido nitrico sintetasi, (Fukuda et al., 2000), 
contribuendo ulteriormente all’effetto antiflogistico. È stato osservato che il PN esplica 
la propria attività antinfiammatoria anche inibendo la secrezione dei mediatori pro-
infiammatori indotti dal lipopolisaccaride: TNF-α e IL-6 (Sobota et al., 2000). 
 Studi moderni rivelano che il PN è dotato anche di attività antimicrobica (Tiuman et al., 
2005) ed antivirale (Onozato et al., 2009). Inoltre numerosi esperimenti condotti in vitro 
ed in vivo evidenziano una spiccata azione antitumorale del PN nei confronti di 
carcinoma del seno, del polmone, della prostata e della leucemia mieloide acuta 
(Nakshatri et al., 2004; Zhang et al., 2009; Sun et al., 2007; Guzman et al., 2005). 
Questo composto è anche in grado di sensibilizzare diverse linee di cellule tumorali nei 
confronti dell’azione del ligando TRAIL (Carlisi et al., 2011; Suvannasankha et al., 
2008; Nakshatri et al., 2004) e di terapie tradizionali quali la chemioterapia (Sohma et 
al., 2011), la radioterapia (Sun et al., 2010; Sun et al., 2007) e l’ ipertermia (Hayashi et 
al., 2011). Un limite nell’impiego del PN in terapia è rappresentato dalla sua scarsa 
biodisponibilità, che ne riduce l’efficacia in vivo (Curry EA 3rd et al., 2004). Questo 
problema è stato superato mediante la sintesi di un analogo del PN: il dimetilammino-
partenolide (DMAPT), il quale, quando convertito in sale di fumarato, presenta una 
solubilità in acqua 1.000 volte maggiore di quella del PN. È stato documentato che il 
DMAPT presenta una biodisponiblità del 70% dopo somministrazione per via orale e 
mostra scarsa tossicità in modelli animali (Guzman et al., 2007; Shanmugam et al., 
2010). Attualmente sono in corso TRIAL clinici di fase I (Shanmugam et al., 2011). 
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Diversi studi hanno evidenziato che il DMAPT possiede le stesse proprietà biologiche 
del PN (Shanmugam et al., 2010; Shanmugam et al., 2011). Le proprietà di questo 
composto sono state attribuite al suo gruppo α-metilene-γ-lattone ed al suo anello 
epossido (Fig. 15), i quali sono in grado di interagire rapidamente con gruppi nucleofili 
di molecole biologiche, quali i gruppi SH (Bork et al., 1997). Il gruppo α-metilene-γ-
lattone e l’anello epossido del PN alchilano i gruppi nucleofili mediante una reazione di 
addizione di Michael, che consiste nell’addizione nucleofila di anioni enolato al 
carbonio β di composti carbonilici α-β insaturi, definiti accettori di Michael 
(Tokoroyama et al., 2010). Le interazioni tra il PN e i gruppi tiolici o il GSH portano 
alla riduzione di attività enzimatiche e interferiscono col metabolismo del GSH e 
l’equilibrio redox, essenziale per la sopravvivenza della cellula (Zhang et al.,  2004 a). 
Infatti è noto che i gruppi tiolici svolgono un ruolo importante nel regolare lo stato 
redox della cellula, ma anche nel mediare le vie di trasduzione del segnale. Diverse 
proteine regolatrici, quali chinasi, fosfatasi e fattori di trascrizione presentano gruppi 
tiolici cisteinici nel sito attivo; l’ossidazione e la riduzione di questi tioli regola l’attività 
di queste proteine (Winterbourn et al., 2008). Tramite la sua azione sui gruppi nucleofili 
il PN può determinare molteplici effetti, tra i meccanismi d’azione più studiati vi sono 
l’inibizione di fattori di trascrizione quali NF-kB (Kwok et al., 2001; Garcia-Piñeres et 
al., 2001) e le proteine STATs (Carlisi et al., 2011), l’induzione di stress ossidativo 
(Wang et al., 2006) e l’attivazione della chinasi JNK (Nakshatri et al., 2004) (Fig. 19).  
Inoltre è stato recentemente dimostrato che il PN può ridurre i livelli della deacetilasi 
istonica 1 (HDAC1) (Gopal et al., 2007), può inibire l’attività della tubulina 
carbossipeptidasi (Fonrose et al., 2007) e promuovere l’ubiquitinazione e conseguente 
degradazione di MDM2 (Murine Double Minute 2) (Gopal et al., 2009), favorendo 
quindi l’attivazione di p53. Altri studi dimostrano che il PN promuove l’ipometilazione 
del DNA mediante l’inibizione e la riduzione dei livelli della DNA metiltransferasi 1 
(Liu et al., 2009).  
 
 
 
 
 
Figura 15 della tesi: Struttura chimica del PN e del DMAPT. 
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PRINCIPALI MECCANISMI D’AZIONE DEL PARTENOLIDE 
 
Tra i più noti target del PN si annoverano i fattori di trascrizione della famiglia NF-kB 
(Pareek et al., 2011; Mathema et al., 2012). Tali fattori possono esplicare diversi ruoli, 
quali modulare la risposta infiammatoria, la proliferazione, il differenziamento, la 
sopravvivenza e l’apoptosi (Baldwin et al., 2001). Tra le subunità che possono costituire 
questo fattore vi sono: c-Rel, Rel A o p65, Rel B, p50 e p52. L’eterodimero p65-p50 è 
la forma di NF-kB maggiormente rappresentata nella cellula. Quando NF-kB è inattivo, 
viene mantenuto nel citoplasma dalle proteine IkBs: IkB α, β, γ, p105 e p100. Per 
consentire il rilascio di NF-kB, IkB deve essere fosforilata dalla chinasi IKK. Il 
complesso chinasico IKK è un eterodimero costituito da due subunità catalitiche, IKK α 
e IKK β e la subunità regolatrice IKK γ (Li et al., 2002). Questo complesso è implicato 
nella fosforilazione delle proteine IKBs a livello di specifici residui di serina (posti nella 
regione N-terminale), tale evento consente quindi la poliubiquitinazione di queste 
proteine e la loro conseguente degradazione dipendente dal proteasoma. Come 
conseguenza NF-kB, può traslocare nel nucleo, attivando la trascrizione di specifici geni 
(Fig. 16). Il PN è in grado di inibire NF-kB in modo indiretto tramite l’inibizione del 
complesso IKK (Hehner et al., 1998). Secondo alcuni studi il PN interagisce 
direttamente con IKK β, legando la cisteina 179 presente nel sito di attivazione, questa 
attività è attribuita alla porzione α-metilene-γ-lattone del PN (Kwok et al., 2001). 
Mediante tale inibizione il PN previene quindi la proteolisi di IKB α e β da parte del 
proteasoma 26S, mantenendo NF-kB nel citoplasma (Hehner et al., 1998). È stato 
inoltre ipotizzato che un altro target del PN possa essere rappresentato anche dalla 
subunità regolatrice IKK γ (Hehner et el., 1999). Altri studi evidenziano invece un 
meccanismo di inibizione diretta di NF-kB da parte del PN. Tali studi hanno dimostrato 
un’interazione del PN con una cisteina presente nel sito di attivazione della subunità 
p65 (Kwok et al., 2001). Com’è noto il fattore NF-kB è implicato nei meccanismi di 
sopravvivenza cellulare (Li et al., 2002), pertanto la sua inibizione rende le cellule 
suscettibili nei confronti dell’apoptosi o le sensibilizza all’azione di farmaci 
antitumorali (Nakshatri et al., 2004; Patel et al., 2000). Tra i target trascrizionali di NF-
kB vi sono alcuni fattori anti-apoptotici, come Bcl-xL e survivina. Bcl-xL è un 
importante fattore di sopravvivenza appartenente alla famiglia Bcl-2; la survivina è una 
proteina appartenente alla famiglia delle IAPs (Inhibitors of Apoptosis), che svolge un 
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ruolo fondamentale nell’inibire la morte cellulare programmata. L’overespressione di 
queste proteine è correlata alla resistenza delle cellule tumorali nei confronti di agenti 
citotossici (Naugler et al., 2008). Quindi il PN, inibendo NF-kB, determina una 
riduzione dei livelli di queste proteine, favorendo così l’apoptosi. Tra i target 
trascrizionali di NF-kB vi è anche la proteina antiapoptotica c-FLIP (FLICE-inhibitory 
protein), che inibisce la pro-caspasi 8, una caspasi iniziatrice, impedendone 
l’attivazione. È stato osservato che il PN determina una riduzione di entrambe le 
isoforme di c-FLIP (short e long) (Kwok et al., 2001) (Fig. 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(http://www.tgrbio.com/cell-based-assay-kits/nf-kb-signaling-pathway.html) 
Figura 16 della tesi: Regolazione di NF-kB. Quando NF-kB è inattiva è mantenuta nel citosol dalla 
proteina inibitrice IKBα. Diversi segnali possono attivare la chinasi IKK, la quale fosforila IkB, che viene 
conseguentemente ubiquitinata e degradata nel proteasoma. NF-kB è così libera di traslocare nel nucelo 
dove agisce come fattore trascrizionale (Li et al., 2002). 
 
 
 
 
 
32 
 
 
Figura 17 della tesi: Principali target trascrizionali di NF-kB. 
 
Un altro meccanismo tramite il quale il PN esercita la sua azione antinfiammatoria ed 
antitumorale è l’inibizione delle proteine STATs (Signal Transducers and Activators of 
Transcription). In numerose forme tumorali, quali leucemia, mieloma multiplo 
(Ferrajoli et al., 2006), carcinoma della mammella (Sheen-Chen et al., 2007), carcinoma 
della prostata (Bromberg et al., 2002), tumore del colon retto (Ma et al., 2004) e 
carcinoma epatocellulare (Carlisi et al., 2011) le proteine STATs, e soprattutto 
l’isoforma STAT-3, sono costitutivamente attive, a causa della persistente fosforilazione 
delle loro tirosine. Ciò può essere dovuto a diversi meccanismi: la deregolazione 
dell’attività  delle chinasi che fosforilano questi fattori di trascrizione (JAKs, TYK), o 
l’inibizione dei regolatori negativi delle STATs: fosfatasi, soppressori del segnale delle 
citochine (SOCS), PIAS (Protein Inhibitors of Activated STATs) (Ma et al., 2004). È 
stato ipotizzato che il PN possa inibire JAK, coniugandosi con i suoi gruppi SH (Sobota 
et al., 2000), l’inibizione di questa chinasi impedisce la fosforilazione di STAT-3 a 
livello della tirosina 705, prevenendo la dimerizzazione di questo fattore, la sua 
traslocazione nel nucleo e l’attivazione della trascrizione dei suoi geni target (Fig. 18). 
In particolare STAT-3 regola la trascrizione dei geni coinvolti nella  proliferazione 
cellulare (c-Myc, Ciclina D1, D2, Ciclina E, p21-waf1), geni codificanti per proteine 
anti-apoptotiche (Mcl-1, XIAP, Bcl-XL, survivina, Bcl-2), e fattori che promuovono 
l’angiogenesi (VEGF). Studi condotti in precedenza presso il laboratorio  dove ho 
svolto il mio progetto, hanno dimostrato chiaramente che il PN è in grado di 
determinare un notevole decremento delle forme fosforilate di STAT-3 e STAT-1 in 
cellule di epatocarcinoma umano HepG2, Hep3B ed SK-Hep1. Il decremento di STAT-
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3 favorirebbe un incremento dell’espressione dei recettori di morte per TRAIL DR4 e 
DR5 e quindi una sensibilizzazione delle cellule nei confronti dell’azione del ligando 
TRAIL (Carlisi et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 della tesi: Regolazione della via JAK/STAT. Il recettrore dimerico di membrana JAK viene 
attivato in seguito al legame del ligando. Tale evento causa l’autofosforilazione del recettore generando 
dei siti di ancoraggio per le proteine citosoliche STATs, che vengono quindi reclutate a livello del 
recettore che le fosforila. In seguito a tale evento di fosforilazione le proteine STATs dimerizzano e 
traslocano nel nucleo dove attivano la trascrizione (Arbouzova and Zeidler, 2006).  
 
Un altro noto target del PN è rappresentato dalla c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
(Nakshatri et al., 2004; Mathema et al., 2012; Pareek et al., 2011). Questa chinasi, 
attivata in risposta allo stress cellulare, è implicata nell’innesco sia dell’evento 
apoptotico (Dhanasekaran et al., 2008; Varfolomeev et al., 2004), sia dell’evento 
necrotico (Shen et al.; 2006; Ventura et al.; 2004). L’attivazione di JNK da parte del PN 
può essere diretta, per interazione molecolare con il PN, oppure può dipendere 
dall’inibizione di NF-kB (Zhang et al., 2004 b) o dalla produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) (Shanmugam et al.; 2010). È ben noto infatti, che il PN determina 
in molte linee cellulari un notevole incremento dei ROS, con conseguente induzione di 
stress ossidativo e morte cellulare. Questo evento si esplica sia mediante l’attivazione di 
sistemi deputati alla produzione dei ROS, sia mediante la deplezione dei sistemi 
antiossidanti.  
(Arbouzova and Zeidler; Delepment; 2006) 
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Infatti il PN è in grado di interagire con la tioredoxina, la glutammato cisteina-ligasi, la 
glutatione perossidasi e il glutatione, riducendo i loro livelli. Questo evento 
dipenderebbe da un’interazione diretta del gruppo esometilene e dell’anello epossido del 
PN, con i gruppi SH (Pei et al., 2012).  
Altri dati in letteratura hanno invece documentato che l’ incremento dei ROS indotto dal 
PN è mediato in diverse linee di cellule tumorali, quali cellule di carcinoma prostatico 
(Sun et al., 2010) e mieloma multiplo (Wang et al., 2006), dall’attivazione dell’enzima 
NADPH ossidasi. 
Nelle cellule di carcinoma prostatico è stato dimostrato anche che il PN può determinare 
la fosforilazione del fattore di trascrizione FOXO3a con conseguente caduta dei livelli 
di alcuni suoi target, ed in particolare di proteine antiossidanti quali la catalasi e la 
MnSOD (Sun et al., 2010). 
Infine nella produzione dei ROS indotta dal PN può avere un ruolo di rilievo anche il 
mitocondrio. È stato evidenziato infatti che il PN determina effetti a livello 
mitocondriale, che si accompagnano spesso a dissipazione del potenziale di membrana 
mitocondriale ed al rilascio nel citoplasma di proteine pro-apoptotiche, come il 
citocromo c e Smac/DIABLO (Zhang et al., 2004 c). Inoltre studi condotti in 
precedenza presso il laboratorio dove ho svolto questa tesi hanno dimostrato che in 
cellule di osteosarcoma e melanoma umano il PN può determinare produzione di ROS a 
livello mitocondriale, evento che viene contrastato da inibitori della catena respiratoria 
(D’Anneo et al.,2013). 
Tramite i meccanismi precedentemente descritti il PN può determinare morte delle 
cellule tumorali, sia mediante eventi caspasi dipendenti quali l’apoptosi, sia caspasi 
indipendenti quali la necrosi (Pozawroski et al., 2003; D’Anneo et al., 2013). 
Il PN è in grado di attivare sia la via estrinseca, sia la via intrinseca dell’apoptosi 
(Suvannasankha et al., 2008). Per esempio, in seguito all’inibizione del fattore di 
trascrizione NF-kB, il PN può determinare una caduta dei livelli della proteina c-FLIP, 
noto inibitore della caspasi 8, favorendo l’attivazione della via estrinseca 
(Suvannasankha et al., 2008). Inoltre, come precedentemente descritto, presso il 
laboratorio di Biochimica del dipartimento BioNeC (ora STEBICEF), dove ho svolto la 
mia tesi, è stato dimostrato che il PN può incrementare i livelli dei recettori di morte 
DR4 e DR5, tramite l’inibizione del fattore di trascrizione STAT-3 (Carlisi et al., 2011). 
Il PN può anche attivare la via intrinseca tramite la produzione dei ROS (Wen et al., 
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2002), l’inibizione di NF-kB (Zhang et al., 2009) e delle proteine STATs (Mathema et 
al., 2012). L’inibizione di questi fattori di trascrizione determina una riduzione dei 
livelli di proteine anti-apoptotiche quali Bcl-xL e Bcl-2, spostando l’equilibrio tra fattori 
anti-apoptotici e pro-apoptotici della famiglia Bcl-2 a favore dei membri pro-apoptotici. 
Queste proteine formano dei pori nella membrana mitocondriale, determinando la 
liberazione nel citoplasma di fattori pro-apoptotici, come il citocromo c. La liberazione 
del citocromo c consente la formazione dell’apoptosoma, e quindi l’attivazione della 
caspasi 9, con conseguente innesco dell’apoptosi (Suvannasankha et al., 2008).  
Inoltre il PN induce il taglio proteolitico delle proteine Bid e XIAP (Suvannasankha et 
al., 2008). La proteina pro-apoptotica Bid tronca favorisce la formazione di pori nella 
membrana mitocondriale. La proteina XIAP invece è un inibitore delle caspasi, che in 
seguito al taglio proteolitico viene inattivato, consentendo l’attivazione di queste 
proteasi. È stato riportato pertanto, che in alcuni sistemi tumorali l’effetto del PN è 
caspasi-dipendente, in particolare il PN è in grado di incrementare l’attività delle 
caspasi 8, 3 e, in misura minore della 9 (Suvannasankha et al., 2008).  
In alcune linee cellulari il PN può determinare invece eventi di tipo necrotico, studi 
condotti presso il laboratorio dove ho sviluppato la mia tesi hanno evidenziato che in 
cellule di osteosarcoma e melanoma umano il PN determina un evento di morte caspasi-
indipendente, nel quale un ruolo chiave viene svolto dallo stress ossidativo e dalla 
proteina AIF  (D’Anneo et al.,2013). Inoltre alcuni studi dimostrano che il PN è in 
grado di indurre sia l’apoptosi, sia la necrosi nelle cellule Jurkat (linfociti T 
immortalizzati) e in cellule leucemiche (Pozawroski et al., 2003). Infatti, in seguito al 
trattamento, una parte delle cellule va incontro ad un evento apoptotico classico, negli 
altri elementi cellulari si osserva invece una rapida perdita d’integrità della membrana, 
assenza di frammentazione del DNA e mancata attivazione delle caspasi (Pozawroski et 
al., 2003).   
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Figura 19 della tesi: Principali meccanismi d’azione del PN. Tra i meccanismi d’azione più studiati del 
PN si annoverano l’inibizione del fattore di trascrizione NF-kB e l’inibizione della via di JAK/STAT, che 
notoriamente hanno un ruolo antiapoptotico. Inoltre il PN induce produzione di ROS, con conseguente 
compromissione del mitocondrio (Ghantous et al., 2013).  
(Pajak et al.;Folia Histochem Cytobiol; 2008) 
37 
 
IL CARCINOMA MAMMARIO 
 
Il carcinoma mammario è una forma tumorale molto eterogenea, che comprende diverse 
forme che differiscono per le caratteristiche biologiche e cliniche. Per decenni la 
classificazione del carcinoma mammario invasivo è stata effettuata in riferimento al tipo 
istologico, grado ed espressione dei recettori ormonali. Più recentemente si è aggiunta la 
caratterizzazione dell’espressione del recettore HER 2, che ormai è divenuta parte 
integrante degli studi prognostici e predittivi. Sulla base delle analisi 
immunoistochimiche le diverse forme di carcinoma mammario si possono suddividere 
in tre gruppi principali: 1) quelle positive per i recettori ormonali, che vengono curate 
impiegando una terapia target per i recettori per gli estrogeni, che può essere associata o 
meno alla chemioterapia; 2) quelle positive per il recettore HER 2, che in aggiunta 
ricevono terapia diretta verso tale recettore (trastuzumab o in alcuni casi Lapatinib), e 3) 
quelle negative per tutti e tre i recettori (tripli negativi), per le quali l’unica terapia 
disponibile è rappresentata dalla chemioterapia. Negli ultimi anni è stata effettuata 
un’ulteriore classificazione delle forme di carcinoma mammario basata su studi di 
espressione genica, condotti mediante analisi di microarray. I primi studi genetici sono 
stati effettuati dal gruppo dell’Università di Stanford, ed hanno evidenziato che l’elevata 
eterogeneità osservata a livello morfologico si riflette in un’elevata eterogeneità a 
livello del trascrittoma. Come già accennato questi studi hanno portato ad una nuova 
classificazione in cinque gruppi:  luminal A (ER+, PR+, HER2-), luminal B (ER+, PR+, 
HER2 +),  normal breast-like, ERBB2 o HER2 (ER-, PR-, alti livelli di HER2) e basal-
like o BLBC (ER-, PR-, HER2 -) (Reis-Filho et al., 2008; Chen et al., 2009). Il basal-
like è caratterizzato da bassa espressione dei recettori per gli estrogeni, per il 
progesterone, ed HER2, ed alta espressione di citocheratine quali CK5 e CK14, 
caveolina-1, CAIX, p63, Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR, HER2), molecole 
tipiche di un fenotipo ghiandolare basale/mioepiteliale (Anders et al., 2008).  
 
IL CARCINOMA MAMMARIO TRIPLO NEGATIVO 
 
Circa il 10-17% dei tumori mammari sono tripli negativi, cioè sono privi dei recettori 
per gli estrogeni, per il progesterone e HER 2. Numerosi dati presenti in letteratura 
mostrano diversi aspetti comuni tra il carcinoma mammario triplo negativo e il basal-
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like, sebbene queste due forme non siano identiche. Infatti tra i carcinomi tripli negativi 
vi sono anche alcune forme rare quali forme metaplastiche e adenomatose-cistiche. Gli 
aspetti comuni tra le due forme comprendono l’insorgenza in giovane età (meno di 50 
anni), la prevalenza in donne Afro-Americane e in quelle obese, e la maggiore 
aggressività rispetto agli altri sottogruppi molecolari. Questa elevata aggressività è 
caratterizzata da un’ elevata frequenza di recidive tra il primo e il terzo anno dopo la 
terapia ed un’elevata mortalità nei primi cinque anni dopo la terapia. Inoltre le pazienti 
affette da queste due forme tumorali, rispetto alle pazienti degli altri sottogruppi, hanno 
una sopravvivenza ridotta dopo il primo evento metastatico. In queste donne sono 
frequenti le metastasi viscerali, incluse quelle cerebrali. Inoltre entrambi i sottotipi 
presentano prevalentemente un elevato grado istologico. La maggior parte dei carcinomi 
tripli negativi sono carcinomi duttali di alto grado, invasivi, ma possono essere 
rappresentati anche altri fenotipi quali il metaplastico, midollare tipico o atipico e 
cistico adenoide (Reis-Filho et al., 2008). Nonostante i numerosi aspetti comuni tra il 
carcinoma triplo negativo e il basal-like non bisogna commettere l’errore di pensare che 
le due forme tumorali coincidano. Infatti le analisi dei micro-array hanno messo in luce 
che anche il gruppo dei tumori tripli negativi è eterogeneo, infatti non comprende solo il 
sottogruppo basal-like, ma anche un altro sottogruppo chiamato normal breast-like, il 
quale non risponde alla terapia neoadiuvante, a differenza del basal-like. Alcuni studi 
hanno evidenziato inoltre che la maggior parte delle forme tumorali caratterizzate da 
una mutazione di BRCA1 nella linea germinale, ed in particolare quelle diagnosticate al 
di sotto dei 50 anni di età, presenta fenotipo basal-like e triplo negativo. Esistono anche 
delle forme sporadiche nelle quali BRCA1 è silenziato a causa di modifiche 
epigenetiche, queste forme non possiedono i recettori per estrogeni e progesterone e 
hanno fenotipo basal-like. Il carcinoma triplo negativo è una delle forme più difficili da 
trattare, infatti a causa della mancata espressione dei recettori ER, PR ed HER2, non 
risulta sensibile alle terapie ormonali o alle terapie dirette nei confronti di tali recettori. 
L’unica terapia attualmente disponibile è rappresentata dalla chemioterapia. Sebbene sia 
i tumori tripli negativi, sia i basal-like mostrano un’alta sensibilità alla terapia 
neoadiuvante con antracicline e taxani, presentano una prognosi peggiore rispetto agli 
altri sottogruppi molecolari, a causa dell’elevata frequenza di recidive nelle pazienti in 
cui il tumore non viene totalmente eradicato (Reis-Filho et al., 2008; Anders et al., 
2008). Altre terapie tradizionalmente impiegate sono rappresentate da derivati del 
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platino ed agenti anti-tubulina come l’ixabepilone (Hudis et al., 2011). In particolare i 
derivati del platino, che agiscono formando addotti covalenti con il DNA e bloccando la 
replicazione, si sono rivelati particolarmente efficaci (Perez et al., 2010). Sono in corso 
studi per valutare l’efficacia di terapie dirette nei confronti dell’EGFR, infatti circa il 
66% dei tumori basal-like e tripli negativi esprimono tale recettore. In più del 25% dei 
casi di carcinoma mammario metaplastico, il quale mostra un fenotipo basal-like e triplo 
negativo, è presente un’amplificazione genica dell’EGFR. Raramente sono presenti 
mutazioni attivanti il gene (Reis-Filho et al., 2008). Tra i farmaci in grado di agire su 
tale recettore vi sono molecole che ne inibiscono il dominio extracellulare (Cetuximab o 
Erbitux) ed altre che hanno come bersaglio il dominio tirosina-chinasi (Gefitinib o 
Iressa ed Erlotinib o Tarceva). Tali composti, associati alla radioterapia, sembrano 
mostrare potenziali effetti benefici nel contrastare il carcinoma triplo negativo (Rocha-
Lima et al., 2007). Di particolare interesse si è rivelato anche l’impiego dei micro-RNAs 
(miRNAs), una classe di piccoli RNA non codificanti, che regolano l’espressione 
proteica a livello post-trascrizionale, interagendo con gli mRNA ed impedendone la 
traduzione o determinandone la degradazione. In particolare è stato dimostrato che il 
miRNA-7 determina un decremento dei livelli dell’EGFR nel carcinoma mammario e 
del polmone, determinando l’arresto del ciclo cellulare ed eventi di morte (Webster et 
al., 2009).  
Altre terapie proposte di recente prevedono l’impiego di molecole che hanno come 
target la Poly-ADP-Riboso Polimerasi (PARP) e i recettori per gli androgeni (Hudis et 
al., 2011). Gli inibitori della PARP inducono tagli a livello del DNA con conseguente 
arresto della proliferazione, blocco del ciclo cellulare in fase G2/M e apoptosi. Tra 
questi l’Olaparib (AZD2281) e il BSI-201 sembrano possedere una certa efficacia sia 
quando impiegati da soli, sia in combinazione con composti neoadiuvanti quali il 
Cisplatino e il Carboplatino (Perez et al., 2010). Un’altra terapia neoadiuvante che viene 
frequentemente impiegata nei trials clinici è rappresentata da composti antiangiogenetici 
diretti contro il VEGF, come il Bevacizumab (Perez et al., 2010). Inoltre alcuni studi  
hanno dimostrato che gli inibitori delle deacetilasi istoniche (HDACi), quali la 
Tricostatina A sono in grado di riesprimere il recettore Erα in linee cellulari triple 
negative, quali le cellule MDA-MB231 (Stearns et al., 2007). Studi condotti presso il 
laboratorio di Biochimica del dipartimento BioNeC (ora STEBICEF), hanno 
evidenziato che un altro inibitore delle deacetilasi: il SAHA, sensibilizza le cellule di 
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carcinoma mammario triple negative MDA-MB231 e le cellule ER
+
 MCF-7 all’azione 
del ligando TRAIL, mediante il decremento della proteina c-FLIP (Lauricella et al., 
2012). Diversi trials clinici in corso prevedono l’impiego di macrolidi analoghi della 
Rapamicina come l’everolimus e il temsirolimus in combinazione con la chemioterapia. 
Questi composti hanno come target la proteina mTOR, una proteina target delle chinasi 
PI3K/PKB, la quale regola positivamente la progressione del ciclo cellulare, tale 
proteina risulta iperattiva in diverse forme di carcinoma mammario triplo negativo 
(Bosch et al., 2010).  
 
MODELLO SPERIMENTALE UTILIZZATO 
 
I risultati riportati in questa tesi sono stati condotti impiegando come modello 
sperimentale le cellule MDA-MB231, una linea di adenocarcinoma mammario umano 
altamente aggressiva, isolata da metastasi pleuriche. Le cellule MDA-MB231 
rappresentano un modello di carcinoma mammario triplo negativo, in quanto sono 
caratterizzate dalla mancata espressione del recettore per gli estrogeni ERα, del recettore 
per il progesterone e del recettore HER2 (Subik et al., 2010). Queste cellule sono inoltre 
caratterizzate da un’ overespressione del recettore per il fattore di crescita epidermico 
(EGFR) (Hirsch et al., 2006, Subik et al., 2010). Tale recettore è coinvolto nella 
proliferazione, nella sopravvivenza, nel differenziamento, nella migrazione e 
nell’invasività delle cellule. Hirsch et al. hanno dimostrato che l’elevato livello 
dell’EGFR in questa linea cellulare non è conseguenza di un meccanismo di 
amplificazione genica, ma è correlato ad una decrementata degradazione di questo 
recettore (Hirsch et al., 2006). Inoltre Zou et al. hanno dimostrato che il recettrore Erα 
interagisce con una sequenza di regolazione negativa localizzata nel primo introne del 
gene che codifica per l’EGFR, bloccando la trascrizione del mRNA di questa proteina. 
Quindi l’assenza del recettore per gli estrogeni, nelle cellule MDA-MB231, 
contribuirebbe ad aumentare il livello dell’EGFR (Zhou et al., 2009). Le MDA-MB231 
sono caratterizzate anche da una mutazione in p53. Tale mutazione è localizzata in una 
delle regioni conservate di questa proteina, l’esone 8, codone 280 e determina la 
sostituzione di un residuo di arginina con una lisina (R280K). Questa mutazione altera 
la capacità della proteina p53 di interagire con le proteine Bcl-2 e Bcl-XL, e di legare il 
DNA (Houvinen et al., 2011). Vrba et al, hanno dimostrato che tale mutante riesce in 
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realtà a legare il DNA, ma si lega in maniera aspecifica, in quanto è in grado di legare 
solo promotori associati ad istoni fortemente acetilati (Vrba et al.2008). Anche tale 
mutazione contribuisce ad  incrementare il tasso di proliferazione e di sopravvivenza 
delle cellule MDA-MB231. Un’altra mutazione che è stata individuata in questa linea 
cellulare riguarda l’oncogene Ki-Ras, questa mutazione è caratterizzata da una 
transizione da guanosina ad adenosina a livello del codone 13, con conseguente 
sostituzione di una glicina con un acido aspartico (Gurtner et al., 2010, Kozma et al., 
1987).  
Inoltre in queste cellule è stata osservata un’overespressione di alcune subunità 
integriniche: β1, β4, α2, α3, α5, αV, α6. I recettori integrinici sono responsabili di 
segnali di proliferazione che favoriscono la crescita e l’invasività, la loro 
overespressione quindi contribuisce alla particolare aggressività di questa linea tumorale 
(Morini et al., 2000; Lichtner et al., 1998; Gilcrease et al., 2004). 
È stato osservato che questa linea cellulare forma prevalentemente metastasi ossee, ma 
occasionalmente può causare l’insorgenza di metastasi anche a livello cerebrale, ovarico 
e nelle ghiandole surrenali (Yoneda et al., 2001). 
Come precedentemente accennato le forme di carcinoma mammario prive del recettore 
per gli estrogeni, oltre ad essere insensibili alla terapia ormonale, risultano 
particolarmente aggressive. Pertanto, oggi la ricerca scientifica ha come obiettivo 
l’individuazione di composti che risultino efficaci per il trattamento di queste forme 
tumorali altamente invasive.  
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Tabella 1: Caratteristiche molecolari delle cellule di carcinoma mammario triplo negativo MDA-
MB231 
 
 MDA-MB231 
Invasività Altamente invasiva 
Origine e istologia Carcinoma duttale,  effusione pleurica 
Sottotipo Basal B mesenchimal stem-like 
ER - 
PR - 
HER2 - 
EGFR 
 
p53 R280K 
Attività STAT3 
 
E-caderina - 
KRAS G13D 
BRAF G464V 
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OBIETTIVI DELLA RICERCA CONDOTTA 
 
Presso il laboratorio di Biochimica del dipartimento BioNeC (Biomedicina 
Sperimentale e Neuroscienze Cliniche) di Palermo (ora dipartimento di Scienze e 
Tecnologie Biologiche Chimiche e Farmaceutiche, STEBICEF), dove ho sviluppato il 
progetto discusso in questa tesi, si studiano ormai da diversi anni i meccanismi di morte 
cellulare attivabili da composti in cellule tumorali umane in coltura. Negli ultimi anni 
l’attenzione è stata rivolta allo studio degli effetti di un composto antitumorale di 
origine naturale: il partenolide. Questo composto presenta una spiccata attività 
antineoplastica in diversi sistemi tumorali quali il carcinoma pancreatico, il carcinoma 
della vescica, il colangiocarcinoma e la leucemia mieloide acuta (Liu et al., 2010; 
Cheng et al., 2011; Kim et al., 2005; Guzman et al., 2005). Gli studi sinora condotti 
hanno dimostrato che il partenolide è in grado di indurre una chiara azione citotossica 
sulle cellule tumorali in coltura, mostrando invece un’efficacia modesta sulle cellule 
normali (Sun et al., 2010). Queste osservazioni sperimentali e l’azione mirata sui 
sistemi tumorali hanno indicato il PN come un farmaco antineoplastico molto 
promettente. Ulteriori studi sono comunque necessari per chiarire le modalità d’azione 
di questo composto e la sua selettività nei sistemi cancerosi. In rapporto a tali 
osservazioni le ricerche condotte in questa tesi si sono proposte di valutare gli effetti di 
questo composto in cellule di carcinoma mammario umano triplo negativo MDA-
MB231. In particolare lo studio si è proposto di chiarire se il PN è in grado di esercitare 
su queste cellule un’azione citotossica, valutando la tipologia di morte cellulare, nonché 
il meccanismo biochimico della sua azione.  
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COMPOSTI CHIMICI E REAGENTI IMPIEGATI PER I TRATTAMENTI 
CELLULARI 
 
Il partenolide è stato ottenuto dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia) ed è stato 
solubilizzato in dimetil sulfossido (DMSO), ottenendo la concentrazione 40 mM.  
Il benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe)-fluoromethylketone (z-VAD-fmk), un 
inibitore generale delle caspasi, è stato acquistato dalla Promega (Milano, Italia) ed è 
stato solubilizzato in DMSO alla concentrazione 10 mM. Per il trattamento delle cellule 
l’inibitore è stato diluito in terreno alla concentrazione 100 µM. L’N-acetilcisteina 
(NAC), una molecola antiossidante, è stata solubilizzata in terreno di coltura ottenendo 
una soluzione 0,2 M. Il NAC è stato impiegato alla concentrazione finale 2 mM. 
La 3-metil adenina (3-MA), un inibitore specifico della PI3K III, è stata preparata in 
terreno di coltura in presenza di etanolo al 10%, al fine di evitare la precipitazione del 
composto, realizzando una concentrazione finale pari a 50 mM. Il composto è stato 
successivamente diluito in terreno per trattare le cellule, realizzando una concentrazione 
5mM.  
La necrostatina, un inibitore della chinasi RIP-1, è stata solubilizzata in DMSO per 
ottenere una concentrazione 38 mM. La concentrazione impiegata per effettuare i 
trattamenti è la 50 µM. 
Il BAPTA-AM o [1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid 
tetrakis(acetoxymethyl ester)], un chelante del calcio è stato impiegato ad una 
concentrazione 10 µM, realizzata in terreno a partire da una madre 32,7 mM (preparata 
in DMSO).  
L’apocinina, inibitore della NADPH ossidasi è stata solubilizzata in DMSO realizzando 
una concentrazione 1 M e successivamente diluita in terreno per ottenere una dose 100 
µM. 
Il Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP), un diaccoppiante 
della fosforilazione ossidativa, è stato solubilizzato in etanolo realizzando una soluzione 
98,3 mM, per gli esperimenti tale soluzione è stata diluita in terreno al fine di ottenere 
una concentrazione 1 µM. 
Il rotenone, un composto che inibisce il complesso I della catena respiratoria 
mitocondriale, è stato diluito in DMSO, ottenendo una soluzione madre 1,26 mM che è 
stata successivamente diluita in terreno per realizzare una soluzione 1 µM. 
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L’U0126, un inibitore delle chinasi ERK1/2 è stato solubilizzato in DMSO al fine di 
ottenere una soluzione madre 20 mM, per effettuare gli esperimenti è stata impiegata 
una dose 20 µM, ottenuta diluendo la madre in terreno di coltura.  
L’inibitore di JNK: SP600125 è stato solubilizzato in DMSO per preparare una 
soluzione 20 mM, che è stata poi diluita in terreno alla concentrazione 50 µM per 
effettuare i trattamenti.  
La wortmannina, un inibitore generale delle PI3K, è stata solubilizzata in DMSO, 
realizzando una concentrazione 4,64 mM ed è stata poi diluita in terreno per realizzare 
una dose 2 µM. 
Tutti i composti, eccetto lo z-VAD, sono stati acquistati presso la Sigma-Aldrich 
(Milano, Italia).  La concentrazione finale di DMSO impiegata non ha superato mai lo 
0,04% e non ha determinato effetti tossici sulle cellule. 
Tutti i composti sono stati diluiti poi alla concentrazione finale nel terreno di coltura. 
Per ogni esperimento viene riportata una prova controllo, che si riferisce a cellule 
MDA-MB231 trattate con il solo veicolo con cui è stato solubilizzato il composto preso 
in esame.  
 
COLTURE CELLULARI 
 
Le cellule di carcinoma mammario MDA-MB231 sono state ottenute dall’”Istituto 
Scientifico Tumori” (Genova). Le cellule  sono  state coltivate in fiasche con superficie 
di 75 cm
2
, sulle quali crescono in monostrato, adese al substrato in polistirene. Le 
cellule sono state mantenute in incubatore a 37°C, in atmosfera costituita per il 95% da 
aria e per il 5% da anidride carbonica. Come terreno di coltura è stato impiegato il 
Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) arricchito con il 10% di Siero Bovino 
Fetale (FBS) inattivato al calore (56° C per 30 minuti) e contenente lo 0,5% di 
antibiotico anti-micotico (penicillina-streptomicina), glutammina 2mM e 1% di 
amminoacidi non essenziali (NEA). Per studiare gli effetti dei composti, le cellule sono 
state staccate con TRIPSINA-EDTA (2,5 mg/ml di tripsina; 1 mg/ml di EDTA) diluita 
in PBS (Phosphate buffered saline: NaCl 137 mM, KCl 2,68 mM, Na2HPO4 10 mM, 
KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) alla concentrazione 0,25 X, e seminate su piastre da 6 o da 
96 pozzetti. Le cellule sono state quindi lasciate aderire al substrato per 24 h in 
incubatore a 37°C e successivamente trattate con i composti per i tempi stabiliti.  
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VALUTAZIONE DELLA VITALITÀ CELLULARE MEDIANTE SAGGIO MTT 
 
La vitalità cellulare è stata studiata mediante saggio colorimetrico impiegando l’MTT 
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), un sale tetrazolico di 
colore giallo, che nelle cellule vitali viene ridotto dalle deidrogenasi mitocondriali a 
Formazan, un composto di colore violetto. L’intensità della colorazione è direttamente 
proporzionale al numero di cellule vitali e può essere misurata mediante uno 
spettrofotometro.  
Per valutare la vitalità le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti (8x10
3 
cellule per pozzetto in 200 µl di terreno di coltura). Dopo 24 h sono stati effettuati i 
trattamenti, al termine dell’incubazione con i composti, sono stati aggiunti 20 µl di 
MTT (11 mg/ml di PBS) a ciascun pozzetto. Dopo 2 h di incubazione a 37°C, la piastra 
è stata centrifugata a 120 g per 5 minuti e sono stati allontanati 190 µl di terreno. 
Successivamente sono stati aggiunti 100 µl di buffer di lisi (20% sodio dodecil solfato 
in 50% N,N-dimetillformammide, pH 4,7). La piastra è stata posta ad agitare per 10 
minuti a 37°C ed è stata eseguita una lettura spettrofotometrica mediante lettore ELISA 
per piastre da 96 pozzetti (Opsys MR; Dynex technologies, Chantilly, VA), valutando 
l’assorbanza a 540 nm e 630 nm (lunghezza d’onda di riferimento), come prova di 
riferimento è stato impiegato il solo buffer di lisi. 
 
COLORAZIONE CON IODURO DI PROPIDIO (PI) 
 
Lo ioduro di propidio è un colorante fluorescente che penetra esclusivamente nelle 
cellule che presentano un danno di membrana, come cellule necrotiche o cellule in 
apoptosi tardiva; viene invece escluso dalle cellule vitali. Quando penetra nella cellula, 
questo colorante lega il DNA emettendo fluorescenza rossa. 
8 x 10
3
 cellule sono state piastrate nei pozzetti di una piastra da 96. In seguito al 
trattamento è stato aggiunto il PI (2 µg/ml di terreno) e le cellule sono state incubate per 
circa 15 minuti al buio. Infine si è proceduto all’osservazione delle cellule mediante 
microscopio a fluorescenza Leica DMR, dotato di telecamera DC300F (Wetzlar, 
Germany), utilizzando un filtro per la rodamina (eccitazione: 596 nm – emissione: 620 
nm). Le immagini sono state visualizzate ed acquisite mediante il software Leica Q 
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Fluoro. Sono state contate le cellule presenti in cinque campi per condizione ed è stata 
valutata la percentuale di cellule rosse rispetto alle cellule totali.  
 
SAGGIO DELL’ANNESSINA V/PI 
 
Uno degli eventi precoci del processo apoptotico è l’esternalizzazione della 
fosfatidilserina (PS), un fosfolipide di membrana localizzato nel foglietto interno della 
membrana plasmatica. Per valutare l’esternalizzazione della PS si impiega l’annessina 
V coniugata con un fluorocromo (FITC o isotiocianato di fluoresceina), in quanto 
l’annessina lega con alta affinità la PS. Alla marcatura con annessina V viene associata 
la colorazione con ioduro di propidio, in questo modo si possono individuare 1) cellule 
vitali, negative per entrambi i marcatori, 2) cellule in apoptosi precoce, positive 
all’annessina V, ma non al PI, 3) cellule necrotiche, positive al PI, ma non all’annessina, 
4) cellule in apoptosi tardiva o in necrosi, positive per entrambi i fluorocromi.  
Per effettuare il saggio dell’annessina V/PI è stato impiegato il kit Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences Pharmingen,San Diego, CA). Le cellule 
(2x10
5
/pozzetto in 2 ml di terreno) sono state seminate in piastre da 6 pozzetti. Al 
termine del trattamento le cellule sono state prelevate con tripsina, centrifugate a 120 g 
per 8 minuti, risospese in PBS e contate. Le cellule (1x10
6
 cellule/ml di buffer) sono 
state risospese in binding buffer 1X fornito dal kit (Hepes/NaOH 10 mM pH 7,4, NaCl2 
140 mM, CaCl2 2,5 mM). 100 µl (contenenti 10
5
 cellule) sono stati trasferiti in un tubo e 
incubati con 3 µl di Annessina V e 5 µl di PI per 15 minuti al buio a temperatura 
ambiente. Al termine dell’incubazione sono stati aggiunti 400 µl di Binding Buffer 1 X 
a ciascun tubo ed i campioni sono stati analizzati mediante un citofluorimetro Beckman 
Coulter Epics FACscan XL (Brea, CA, USA). I risultati sono stati analizzati mediante il 
software Expo32. Come controllo negativo sono state impiegate cellule (10
5
) incubate 
in presenza del solo Binding Buffer 1 X (500 µl). 
 
ANALISI CITOFLUORIMETRICA DEL CICLO CELLULARE 
 
L’analisi citofluorimetrica del ciclo cellulare consente, oltre alla evidenziazione delle 
diverse fasi del ciclo, di valutare la frammentazione del DNA. Questo acido nucleico 
viene marcato con il fluorocromo ioduro di propidio (PI), il quale si intercala nel DNA. 
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Questa molecola assorbe radiazioni luminose alla lunghezza d’onda di 488 nm ed 
emette a 575 nm. Per consentire allo ioduro di propidio di penetrare nel nucleo, le 
cellule vengono trattate con una soluzione ipotonica, questo trattamento mantiene intatta 
la membrana nucleare. In una popolazione cellulare eterogenea si ritrovano cellule in 
diverse fasi del ciclo cellulare e che quindi differiscono per il contenuto di DNA. Le 
cellule in fase G0/G1 possiedono un corredo cromosomico diploide (2N). Alla fase G1 
segue la fase S, durante la quale avviene la duplicazione del DNA, quindi le cellule 
entrano in fase G2/M. Queste cellule, prima della citodieresi, presentano un quantitativo 
doppio di DNA (fase tetraploide 4N). L’intensità della fluorescenza emessa e rilevata al 
citofluorimetro è proporzionale alla quantità di ioduro di propidio che si intercala nel 
DNA, la quale a sua volta è correlata alla quantità di acido nucleico presente nelle 
cellule. Le cellule in fase G2/M pertanto emettono maggiore fluorescenza rispetto a 
quelle in fase G0/G1. Le cellule contenenti DNA frammentato e cromatina condensata, 
le quali probabilmente sono andate incontro ad un processo apoptotico, incorporano una 
minore quantità di ioduro di propidio, e quindi emettono meno fluorescenza. Questa 
frazione di cellule prende il nome di sub-G0/G1. Per effettuare l’analisi citofluorimetrica 
del ciclo cellulare le cellule sono state seminate su piastre da sei pozzetti (10
5
/pozzetto 
in 2 ml di terreno di coltura), sono state trattate con i composti, prelevate con tripsina, 
centrifugate, risospese in una soluzione ipotonica di fluorocromo (2 µg/ml di ioduro di 
propidio, 0,1% di citrato di sodio, 0,1% di Nonidet P-40, e 100 µg/ml di RNasi) e 
incubate al buio, alla temperatura di 4°C per circa due ore. L’analisi citrofluorimetrica è 
stata condotta mediante un citofluorimetro FACSscan (Beckman Coulter Epics XL; 
Brea, CA, USA), e i dati sono stati elaborati usando il software Expo32. La 
fluorescenza emessa dalle cellule è stata analizzata come frequenza di istogrammi di 
parametri singoli. 
 
DOSAGGIO DELL’ANIONE SUPEROSSIDO 
 
L’anione superossido è stato dosato impiegando il diidroetidio (DHE), un fluorocromo 
che viene ossidato da questo anione e convertito in etidio (EH), che va ad intercalarsi 
nel DNA emettendo fluoresecenza rossa (605 nm). Il DHE è stato solubilizzato in 
DMSO per realizzare una soluzione madre 10 mM e successivamente diluito 1:100 in 
PBS. Per dosare l’O2.-, 8 x 103 cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti (in 
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200 µl di terreno di coltura DMEM), in seguito al trattamento le piastre sono state 
centrifugate a 120 g per 5 minuti. Al termine il terreno è stato sostituito con 100 µl di 
PBS, a cui è stato aggiunto il diluito 1:100 del DHE, al fine di realizzare una soluzione 
20 µM. Dopo circa 10 minuti la piastra è stata centrifugata a 120 g per 5 minuti e la 
soluzione contenente il fluorocromo è stata sostituita con PBS. Quindi le cellule sono 
state osservate al microscopio a fluorescenza Leica DMR (Wetzlar, Germany) dotato di 
telecamera DC300F, utilizzando un filtro per la rodamina (eccitazione: 596 nm - 
emissione: 620 nm). Le immagini sono state acquisite mediante il software Leica Q 
Fluoro.  
L’anione superossido è stato dosato anche mediante analisi citofluorimetrica. 2x105 
cellule/pozzetto sono state seminate in piastre da 6 pozzetti (in 2 ml di terreno di 
coltura), e dopo il trattamento sono state prelevate con tripsina e centrifugate. I pellet 
sono stati risospesi in PBS e incubati con DHE 20 µM per 15 minuti al buio. 
Successivamente le cellule sono state centrifugate a 120 g per 5 minuti e i pellet sono 
stati risospesi in 500 µl di PBS. Al termine la fluorescenza è stata valutata mediante un 
citofluorimetro FACSscan (Beckman Coulter Epics XL, Brea, CA, USA),  e i dati sono 
stati elaborati usando il software Expo32.  
 
DOSAGGIO DELLE SPECIE REATTIVE DELL’OSSIGENO 
 
La produzione dei ROS è stata valutata impiegando la 5-(e 6-) 2’,7’ carbossi-
diclorodiidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA, Molecular Probes; Eugene, OR). 
Questo composto presenta due gruppi acetile che lo rendono lipofilo e gli consentono di 
attraversare la membrana plasmatica; all’interno della cellula, le esterasi rimuovono i 
gruppi acetile e la molecola ottenuta (DCFH) viene così ossidata dai ROS 
eventualmente presenti, e convertita in un prodotto verde fluorescente (DCF, 
diclorofluoresceina).  
Per dosare i ROS le cellule sono state piastrate in piastre da 96 pozzetti (8x10
3
 cellule 
per pozzetto) ed incubate con i composti per diversi tempi. Al termine dell’incubazione 
la piastra è stata centrifugata a 120 g per 5 minuti, il terreno di coltura è stato 
allontanato e sostituito con 100 µl di una soluzione 100 µM di H2DCFDA (preparata a 
partire da una soluzione madre 11,7 mM in buffer HBSS/Ca/Mg: NaCl 0,137M, KCl 
5,4 mM, Na2HPO4 0,34 mM, KH2PO4 0,44 mM, CaCl2 1,3 mM, MgSO4 0,41 mM, 
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MgCl2 0,49 mM, NaHCo3 4,2 mM, D-Glucosio 5,56 mM, pH 7,3). Dopo 30 minuti è 
stata verificata l’incorporazione del fluorocromo mediante microscopio a fluorescenza, 
successivamente la soluzione è stata rimossa e sostituita con HBSS. Dopo circa 20 
minuti le cellule sono state osservate mediante un microscopio a fluorescenza Leica 
DMR con telecamera DC300F (Wetzlar, Germany), mediante un filtro FITC 
(isotiocianato di fluoresceina) con lunghezza d’onda di eccitazione di 485 nm e di 
emissione di  530 nm. Le immagini sono state acquisite utilizzando il software Leica Q 
Fluoro. Le cellule sono state contate (in 5 campi per condizione) ed è stata valutata la 
percentuale di cellule verdi rispetto alle cellule totali.   
I ROS sono stati dosati anche mediante analisi citofluorimetrica, per effettuare questa 
valutazione le cellule (2x10
5
/pozzetto in 2 ml di terreno) sono state seminate su piastre 
da 6 pozzetti, al termine del trattamento con i composti sono state staccate con tripsina e 
centrifugate a 120 g per 8 minuti. I pellet sono stati lavati con PBS e incubati con una 
soluzione 50 µM di H2DCFDA (diluito in HBSS) per circa 30 minuti al buio a 37°C. Al 
termine le cellule sono state centrifugate a 120 g per 5 minuti, i pellet sono stati 
risospesi in 500 µl di HBSS e la fluorescenza è stata valutata mediante citofluorimetro 
FACSscan (Beckman Coulter Epics XL; Brea, CA, USA), i dati sono stati elaborati 
usando il software Expo32.  
 
DOSAGGIO DEL CALCIO CITOPLASMATICO 
 
Il livello del calcio citoplasmatico è stato valutato mediante l’impiego del fluorocromo 
FLUO-3AM (estere tetrachis(acetossimetil) acido 4-(6-Acetossimetossi-2,7-dicloro-3-
osso-9-xantenil)-4'-metil-2,2'-(etilene-diossi)dianilineN,N,N',N'-tetraacetico). Questa 
molecola presenta un gruppo acetossimetil estere (AM) che la rende lipofila e le 
consente di attraversare la membrana plasmatica e penetrare nella cellula. Una volta 
penetrato questi gruppi vengono rimossi dalle esterasi cellulari, generando FLUO-3, il 
quale interagisce con il calcio e viene convertito in un prodotto fluorescente verde 
(eccitazione: 506 nm - emissione: 526 nm). Per valutare il livello del calcio circa 2 x 10
5
 
cellule sono state piastrate in ciascun pozzetto di una piastra da 6 pozzetti. In seguito al 
trattamento le cellule sono state staccate con tripsina e prelevate. Dopo centrifugazione 
a 120 g per 8 minuti sono stati eseguiti due lavaggi in PBS privo di calcio e magnesio, 
in quanto questi sali interferiscono con la reazione. Le cellule sono state 
53 
 
successivamente risospese in questo tampone salino e incubate con una soluzione 5 μM 
di FLUO-3AM (preparata in terreno a partire da una madre 8,8 mM, solubilizzata in 
DMSO) per circa 60 minuti a 37°C al buio. Al termine la fluorescenza è stata valutata al 
citofluorimetro (Beckman Coulter Epics XL, Brea, CA) e i risultati sono stati 
visualizzati al monitor di un PC mediante il software Expo32. La percentuale di cellule 
fluorescenti è stata calcolata in rapporto ad un controllo negativo non incubato con il 
fluorocromo. 
 
SAGGI COLORIMETRICI PER LA VALUTAZIONE DEI GRUPPI TIOLICI E DEL 
GSH  
 
I gruppi tiolici liberi e proteici sono stati valutati utilizzando il reagente di Ellman 
(acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico, DNTB). I gruppi tiolici sono in grado di 
determinare la rottura del ponte disolfuro del DNTB, determinando la produzione del 2-
nitro-5tiobenzoato (NTB-), il quale in ambiente acquoso neutro o alcalino si converte in 
una forma dianionica di colore giallo (NTB2-).  
Per valutare i tioli le cellule sono state piastrate in piastre da 6 pozzetti e incubate con i 
composti per diversi tempi (5 x 10
5
 cellule/condizione). Al termine, le cellule sono state 
staccate con tripsina, lavate in PBS, contate, quindi 3x10
5
 cellule sono state risospese in 
50 μl di un apposito buffer di diluizione (Tris HCl 30mM, EDTA 3mM, pH 8,2). Per 
valutare i tioli proteici, ai campioni sono stati aggiunti 25 μl di DNTB (29,7 mg in 25 
ml di metanolo) e 400 μl di metanolo. I campioni sono stati quindi centrifugati a 3.000 g 
per 5 minuti, 250 μl di ciascun supernatante sono stati trasferiti nei pozzetti di una 
piastra da 96 pozzetti e letti in un lettore per piastre ELISA Opsys MR (Dynex 
Technologies; Chantilly, VA) a 400 nm. Il contenuto di gruppi tiolici proteici è stato 
valutato in rapporto ad una curva standard di NAC contenente concentrazioni variabili 
da 5 a 20 nanomoli ed espresso come nanomoli di gruppi SH per 10
5
 cellule. Per 
valutare i gruppi tiolici liberi le proteine sono state precipitate con acido tricloroacetico 
(TCA), 25 μl di TCA al 10% sono stati aggiunti ai campioni risospesi nel buffer di 
diluizione ed è stata effettuata una centrifugazione a 200 g x 15 minuti. 50 μl di ciascun 
supernatante sono stati trasferiti nei pozzetti di una piastra da 96 e successivamente 
sono stati aggiunti 200 μl di Tris HCl 0,2 M, pH 8,9 e 20 μl di DNTB. Infine è stata 
effettuata una lettura a 400 nm utilizzando un lettore per piastre ELISA Opsys MR 
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(Dynex Technologies; Chantilly, VA). Il contenuto di gruppi tiolici liberi è stato 
valutato in rapporto ad una curva standard di NAC contenente concentrazioni variabili 
da 0,5 a 10 nanomoli ed espresso come nanomoli di gruppi SH per 10
5
 cellule.   
Il livello del GSH è stato valutato mediante un kit (BIOXYTECH GSH-400) acquistato 
presso la OXIS Research (Portland, OR). Tra le componenti del kit vi sono il reagente 
R1 (4-cloro-1-metil-7-triflurometil-quinolinium metilsolfato), il quale è in grado di 
reagire con tutti i mercaptani (R-SH) presenti nel campione, generando tioeteri; il 
reagente R2 (30% NaOH), che invece interagisce con i tioeteri derivanti dalla prima 
reazione convertendoli in tioni cromofori. Al fine di valutare i livelli del GSH, 2 x 10
5 
cellule sono state seminate in ciascun pozzetto di una piastra da sei e dopo il trattamento 
sono state staccate con tripsina e centrifugate a 120 g per 8 minuti. Le cellule sono state 
risospese in PBS e contate; 3 x 10
5
 cellule sono state quindi risospese in 50 μl di acido 
metafosforico (5g/100 ml di acqua distillata) e congelate a -80°C per 5 minuti e 
omogenate con la pipetta pasteur, questo procedimento è stato ripetuto per tre volte. Gli 
omogenati così ottenuti sono stati centrifugati a 3.000 g per 10 minuti. Infine 25 μl di 
ciascun supernatante sono stati trasferiti nei pozzetti di una piastra da 96, e diluiti in 155 
μl  di buffer fornito dal kit, sono stati aggiunti in successione 10 µl di ciascun reagente 
(R1 ed R2), e la piastra è stata incubata al buio per 10 minuti. Al termine l’assorbanza è 
stata valutata mediante un lettore per piastre ELISA Opsys MR (Dynex Technologies; 
Chantilly, VA), leggendo alla lunghezza d’onda di 400 nm. Lo strumento è stato tarato 
mediante una prova bianca, contenente esclusivamente 180 μl di buffer e i due reagenti. 
Il contenuto di GSH è stato valutato in riferimento ad una curva standard contenente 
concentrazioni variabili da 2 a 20 nmoli ed è stato espresso come nanomoli di GSH per 
10
5
 cellule.  
 
VALUTAZIONE DELL’ATTIVITÀ DI NF-KB 
 
L’attività di legame al DNA del fattore di trascrizione NF-KB è stata valutata mediante 
uno specifico kit (Trans-AM NF-kB; Active Motif, Carlsbad, CA), basato su un sistema 
colorimetrico. Il kit è costituito da piastre da 96 pozzetti, che al fondo di ciascun 
pozzetto contengono sequenze oligonucleotidiche corrispondenti alla sequenza 
consensus riconosciuta da NF-kB. Se nel campione è presente la forma attiva di NF-kB, 
questa si lega alla sequenza consensus. Dopo aver posto il campione nel pozzetto, si 
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aggiunge un anticorpo primario che riconosce in maniera specifica epitopi presenti nella 
forma attiva (legata al DNA) di una delle subunità di NF-kB (p65, p50, p52, c-Rel o 
RelB). Infine si aggiunge un anticorpo secondario che lega in maniera specifica 
l’anticorpo primario. L’anticorpo secondario è coniugato con un enzima che media una 
reazione colorimetrica, aggiungendo il substrato di questo enzima si otterrà un prodotto 
colorato in quantità direttamente proporzionale al numero di molecole di NF-kB attive. 
Impiegando questo kit si può così quantificare l’attività di NF-kB ed individuare quali 
componenti di questo fattore legano il DNA.  
Per effettuate tale valutazione, 3x10
5
 cellule per condizione sono state piastrate in 
capsule petri e al termine del trattamento sono state staccate con tripsina e centrifugate a 
circa 120 g per 8 minuti. I pellet sono stati lavati in PBS e risospesi in un buffer di lisi 
(Hepes 20mM, saccarosio 250 mM, MgCl2 1,5mM, KCl 10mM, EGTA 1mM, EDTA 
1mM, pH 7,5) a cui è stato aggiunto un cocktail di inibitori delle proteasi (aprotinina 25 
µg/ml, PMSF o fluoruro di fenilmetansulfonile 1 mM, leupeptina 25 µg/ml e pirofosfato 
di sodio 0,2 mM). Le cellule sono state quindi omogenate con una pipetta pasteaur di 
vetro e centrifugate a 1.000 g per 10 minuti a 4 °C. I pellet ottenuti sono stati omogenati 
nuovamente nello stesso buffer e centrifugati a 800 g x per 10 minuti. Il pellet, 
corrispondente alla frazione nucleare è stato risospeso in RIPA buffer (Tris-HCl pH 7,4 
50 mM, NP-40 1%, EDTA 1 mM) a cui è stato aggiunto un cocktail di inibitori delle 
proteasi ed è stato nuovamente sottoposto ai procedimenti di estrazione e 
centrifugazione precedentemente descritti. Infine i pellet sono stati lisati in RIPA buffer 
e sottoposti a lisi fisica mediante sonicazione  (3 cicli di 10 secondi, con intervalli di 5 
secondi), adoperando un’intensità di 10 REV (Soniprep 150; MSE (UK) Limited, 
London, UK). Gli estratti nucleari (20 µl) sono stati posti  nei pozzetti della piastra da 
96 fornita dal kit e incubati per un’ora a temperatura ambiente. Dopo 3 lavaggi in un 
apposito buffer fornito dal kit, sono stati aggiunti 100 µl della soluzione contenente 
l’anticorpo primario specifico per p65. Dopo un’ora di incubazione a 25 °C sono stati 
aggiunti 100 µl di una soluzione contenente un anticorpo secondario anti-IgG coniugato 
con la perossidasi di rafano. Dopo un’ora di incubazione a 25°C è stato aggiunto il 
substrato dell’enzima (tetrametilbenzene)  ed è stata valutata l’assorbanza a 450 nm 
mediante un lettore per piastre ELISA Opsys MR (Dynex Technologies; Chantilly, 
VA). 
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VALUTAZIONE DEI VACUOLI AUTOFAGICI 
 
La presenza di vacuoli autofagici è stata evidenziata impiegando la 
monodansilcadaverina (MDC), una molecola fluorescente verde. La MDC si accumula 
nei compartimenti acidi, come gli autofagosomi e lega in modo specifico lipidi presenti 
sulla membrana di questi organelli. Osservando la cellula al microscopio a fluorescenza, 
in presenza di autofagosomi, si evidenziano una serie di spot di colore verde brillante 
(Munafò et al., 2001). Al fine di valutare la presenza di vacuoli autofagici le cellule 
sono state piastrate in una piastra da 96 pozzetti (8x10
3
 cellule per pozzetto in 200 µl di 
terreno di coltura). In seguito al trattamento con i composti le cellule sono state incubate 
con una soluzione 50 µM di MDC a 37°C al buio, per circa 10 minuti. Successivamente 
le cellule sono state lavate con PBS e osservate al microscopio a fluorescenza Leica 
DMR con telecamera DC300F, utilizzando un filtro DAPI (eccitazione: 372 nm – 
emissione: 456 nm). Le immagini sono state acquisite mediante il software Leica Q 
Fluoro. Le cellule sono state contate (in 5 campi per condizione) ed è stata valutata la 
percentuale di cellule positive alla MDC rispetto alle cellule totali.  
 
PREPARAZIONE DEGLI ESTRATTI CELLULARI E SEPARAZIONE MEDIANTE 
SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
 
Le cellule (2x10
5
 per pozzetto in 2 ml di terreno di coltura) sono state seminate su 
piastre da 6 pozzetti, al termine del trattamento sono state lavate in PBS e staccate dalla 
piastra adoperando una soluzione di tripsina-EDTA (2,5 mg/ml di tripsina e 1 mg/ml di 
EDTA), prelevate e centrifugate a 120 g per 10 minuti. Successivamente sono state 
lisate in RIPA buffer, un tampone dissociante costituito da NP-40 all’1%, sodio 
deossicolato 0,5%, SDS 0,1 %. Prima di impiegare il RIPA,  a questo buffer è stata 
aggiunta una miscela di inibitori delle proteasi, per preservare le proteine (aprotinina 25 
µg/ml, PMSF o fluoruro di fenilmetansulfonile 1 mM, leupeptina 25 µg/ml e pirofosfato 
di sodio 0,2 mM). La completa lisi cellulare è stata ottenuta mediante sonicazione (3 
cicli di 10 secondi, con intervalli di 5 secondi), adoperando un’intensità di 10 REV 
(Soniprep 150; MSE (UK) Limited, London, UK). Successivamente è stato dosato il 
contenuto proteico mediante il metodo di Lowry (Lowry et al., 1951), e sono stati 
preparati campioni contenenti 50 µg di proteine, da sottoporre ad elettroforesi SDS-
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page. Ai campioni è stato quindi aggiunto il sample buffer 2 x (Tris-HCl 50 mM, β-
mercaptoetanolo 100 mM, SDS al 2%, blu di bromo fenolo 0,1%, glicerolo al 10 %, pH 
6,8) secondo un rapporto di 1:1, per un totale di 20 µl. Le proteine sono state denaturate 
per 5 minuti a 90°C, e i campioni sono stati caricati nei pozzetti di un gel di 
poliacrilamide (al 7.5%, 10% o 12% in relazione al peso molecolare della proteina da 
valutare), accanto ad uno standard costituito da proteine di peso molecolare noto. Infine 
è stata effettuata una corsa elettroforetica verticale a 150 V per circa 2 h in presenza del 
tampone di scorrimento.  
 
ANALISI DI WESTERN BLOTTING 
 
Al termine dello scorrimento elettroforetico, le proteine sono state trasferite su un filtro 
di nitrocellulosa (Pharmacia Biotech) mediante “elettroblotting” (20 V “overnight”), in 
presenza di transfer buffer (glicina 39 mM, Tris base 48 mM, SDS 0,037%, metanolo 
20%). Per controllare l’avvenuto trasferimento e l’uniformità della quantità di proteine 
caricate nei pozzetti, il filtro è stato colorato con rosso Ponceau 1X, un colorante che 
lega reversibilmente le proteine. Il Rosso Ponceau 1X è stato preparato diluendo in 
acqua distillata il 10X (acido tricloroacetico o TCA 60 ml, Acido solfosalicilico 30 g e 
H2O q.b. per un volume finale di 100 ml). Dopo aver effettuato una serie di lavaggi con 
TBST (Tris HCl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,005%, pH 7,5) per rimuovere il 
colorante, al filtro è stata aggiunta una soluzione di “blocking” (latte o albumina a 
percentuali variabili a seconda dell’anticorpo impiegato, solubilizzati in TBST) per 
circa 1 h, in modo da schermare il filtro e ridurre i legami aspecifici tra le proteine 
presenti nel filtro e l’anticorpo da impiegare nella successiva fase di “detection”. È stata 
quindi aggiunta una soluzione contenente l’anticorpo primario specifico (1 µg/ml di 
TBST) ed il filtro è stato mantenuto ad incubare per tempi variabili in base all’anticorpo 
impiegato. L’anticorpo per RIP-1 è stato acquistato presso la Abcam (San Francisco, 
CA), gli anticorpi anti-beclina-1 e anti caspasi 3, 8 e 9 sono stati ottenuti dalla Cell 
Signaling Technology (Beverly, MA), gli anticorpi anti-LC3 dalla Novus Biologicals 
(Cambridge, UK). Tutti gli altri anticorpi sono stati acquistati presso la Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA).  
Dopo l’incubazione il filtro è stato sottoposto a tre lavaggi in TBST, di 10 minuti 
ciascuno, ed è stato incubato per 30 min in TBST contenente l’anticorpo secondario (1 
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µg/3 ml di TBST) coniugato con la fosfatasi alcalina (Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA). Le bande sono state evidenziate mediante l’aggiunta dei substrati della fosfatasi 
alcalina: BCIP o 5-bromo-4-cloro-indolil fosfato (16,5 µl) ed NTB o nitroblue di 
tetrazolio (33 µl) in 5 ml di AP buffer (Tris HCl 100 mM, MgCl2 5 mM, pH 8,9). La 
fosfatasi agisce sui substrati causando la formazione di un precipitato di colore blue-
viola in corrispondenza della banda in cui è localizzata la proteina bersaglio. 
L’omogeneità del contenuto proteico delle singole prove è stata accertata mediante 
immunoblotting dell’actina. L’intensità delle bande è stata quantificata mediante il 
software SMX Image.  
 
VALUTAZIONE DEL POTENZIALE DI MEMBRANA MITOCONDRIALE 
 
Il potenziale di membrana mitocondriale (Δψm) è stato studiato mediante il 
fluorocromo metacromatico JC1 (5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil-
benzimidazolilcarbocianina ioduro), acquistato presso la Cayman Chemical Company 
(Ann Arbor, MI). Tale molecola è un catione lipofilo in grado di attraversare le 
membrane cellulari. Quando i mitocondri presentano un potenziale di membrana 
integro, JC1 viene attratto dalle cariche negative presenti nella matrice, dove 
polimerizza formando delle strutture dette J-aggregati, i quali presentano un’intensa 
colorazione rossa fluorescente (eccitazione: 490 nm - emissione: 590 nm). Quando il 
mitocondrio si depolarizza JC1 si accumula prevalentemente nel citosol, dove si trova 
nella forma monomerica, che presenta un colore verde fluorescente (eccitazione: 490 
nm - emissione: 527 nm). Per valutare il Δψm 8x103 cellule sono state piastrate in 
piastre da 96 pozzetti. In seguito al trattamento sono stati aggiunti 10 μl di JC1 per 15 
minuti. La piastra è stata centrifugata a 120 g per 5 minuti, il terreno contenente il 
fluorocromo è stato allontanato e sostituito con terreno fresco. Infine le cellule sono 
state visualizzate al microscopio a fluorescenza Leica DMR equipaggiato con una 
telecamera DC300F (Wetzlar, Germany), utilizzando un filtro FITC (eccitazione: 485 
nm - emisione: 530 nm) per visualizzare i monomeri di JC1 presenti nelle cellule con 
Δψm alterato, ed un filtro per la rodamina (eccitazione: 596 nm - emissione: 620 nm) 
per visualizzare gli aggregati presenti nelle cellule con potenziale di membrana integro. 
Le immagini sono state acquisite mediante il software Leica Q Fluoro.  
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ANALISI STATISTICHE 
 
Le analisi statistiche sono state effettuate mediante il test del t Student. I risultati 
riportati sono la media di tre differenti esperimenti ± l’errore standard (S.E.).  
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RISULTATI 
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EFFETTI CITOTOSSICI DEL PARTENOLIDE SU CELLULE MDA-MB231 
 
Per valutare l’efficacia del partenolide (PN) sulle cellule di carcinoma mammario 
MDA-MB231, sono stati inizialmente condotti degli studi di vitalità cellulare, trattando 
le cellule con dosi crescenti di composto (variabili dalla 4 alla 100 µM). Dopo 16 h di 
trattamento, gli effetti del composto sono stati analizzati mediante saggio MTT. Come è 
possibile osservare dai dati riportati in Fig. 1, il PN riduce la vitalità delle cellule MDA-
MB231 in modo dose dipendente, infatti incubando le cellule con la dose 4 µM si 
osservano effetti modesti (10%), che incrementano progressivamente aumentando la 
concentrazione del composto impiegata. L’effetto citotossico risulta particolarmente 
evidente con la dose 100 µM che riduce la vitalità di circa il 90% a 16 h di trattamento. 
Dalla figura emerge anche che risultati particolarmente interessanti sono stati ottenuti 
impiegando la dose 25 µM, la quale riduce la vitalità del 64% rispetto al controllo 
incubato con il solo veicolo (Fig. 1 A). Valutando l’effetto di tale concentrazione nel 
tempo si è osservato che durante le prime 8 h di trattamento l’effetto del PN sulla 
vitalità è modesto (-30% dopo 8 h), prolungando invece il trattamento fino a 16 e 24 h 
la vitalità si riduce consistentemente, raggiungendo valori pari a circa il 34% del 
controllo dopo 16 h (Fig. 1 B). È interessante osservare che gli effetti citotossici del PN 
vengono annullati dalla molecola antiossidante N-acetilcisteina, suggerendo un ruolo 
centrale dei ROS nel meccanismo d’azione del composto. I risultati riportati in Fig. 1 
mostrano anche che l‘aggiunta di Necrostatina-1, un inibitore della chinasi RIP-1, 
determina un parziale effetto protettivo nei confronti del PN, lasciando ipotizzare il 
coinvolgimento di questa proteina nell’evento di morte. Invece gli effetti esercitati dal 
PN sulla vitalità non vengono modificati dall’inibitore generale delle caspasi z-VAD, 
indicando l’esistenza di un meccanismo di morte caspasi-indipendente (Fig. 1 C).  
Al fine di individuare le cause del potente effetto citotossico esercitato dal PN sulla 
vitalità e per chiarire le modalità d’azione del composto, è stata effettuata un’analisi 
citofluorimetrica dopo colorazione delle cellule con annessina V e ioduro di propidio 
(PI), due fluorocromi che, come riportato nei metodi, colorando differentemente le 
cellule, consentono di discriminare tra meccanismi di morte per necrosi o per apoptosi. 
Come si può osservare in Fig. 2 dopo circa 8 h di trattamento con PN 25 µM il 37,8% 
delle cellule risulta positiva al solo PI, indice della presenza di eventi necrotici. Dopo 16 
h di trattamento, oltre a questa frazione, compare anche una frazione di cellule (24,6%) 
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positive tanto al PI, che all’Annessina V (cellule necrotiche o in apoptosi tardiva). In 
tutte le condizioni di trattamento studiate non si osserva la comparsa di cellule positive 
alla sola Annessina V (cellule in apoptosi precoce), suggerendo che la frazione di 
cellule doppiamente positive osservata a 16 h corrisponda a cellule necrotiche. Nella 
stessa figura si osserva che gli effetti del PN vengono annullati dall’ aggiunta di  
necrostatina-1, lasciando ipotizzare un ruolo centrale della chinasi RIP-1 nell’evento 
necrotico indotto dal PN (Fig. 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Effetti del PN sulla vitalità cellulare. (A) Dose-dipendenza. Le cellule sono state trattate con 
diverse dosi di PN per 16 h. In ascissa sono riportate le dosi di PN impiegate ed in ordinata è riportato il 
numero di cellule. (B) Tempo dipendenza. Le cellule sono state trattate con PN 25 µM per i tempi indicati 
in figura. Sull’asse x è indicata la durata del trattamento, sull’asse y è riportato il numero di cellule. (C) 
Effetto degli inibitori sulla vitalità. Le cellule sono state incubate con PN 25 µM in presenza ed in 
assenza di NAC 2mM, z-VAD 100 µM e Nec-1 50 µM. Sull’asse delle ascisse è riportato il tipo di 
trattamento effettuato, sull’asse delle ordinate è indicata la percentuale di cellule vitali rispetto al 
controllo. In (A), (B) e (C)  la vitalità è stata valutata mediante saggio MTT come riportato in Materiali e 
Metodi. I risultati riportati sono la media di tre esperimenti indipendenti ± S.E. *P < 0,01 rispetto al 
controllo trattato con il solo veicolo. 
Le analisi citofluorimetriche condotte si sono anche proposte di valutare la distribuzione 
delle cellule lungo le diverse fasi del ciclo cellulare. Dopo colorazione con PI, gli studi 
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hanno mostrato che il trattamento per 4 h con PN 25 µM, incrementa del 20% la 
frazione di cellule in G2/M. Tale effetto si continua ad osservare anche prolungando 
l’incubazione con PN fino a 16 h. Tale evento non si accompagna a frammentazione 
della cromatina (Fig. 3). 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Valutazione del meccanismo di morte indotto dal PN mediante colorazione con Annessina 
V/PI. Le cellule sono state trattate per i tempi indicati con PN 25 µM in presenza o in assenza di Nec-1 
50 µM. Al termine del trattamento le cellule sono state colorate con Annessina V/PI e sottoposte ad 
analisi citofluorimetrica. In C1 è riportata la percentuale di cellule necrotiche (positive al PI-negative 
all’Annessina V); in C2 è riportata la popolazione di cellule necrotiche o  in apoptosi tardiva (positive sia 
all’Annessina V, sia al PI); in C3 sono indicate le cellule vitali (negative all’Annessina V e al PI): in C4 è 
riportata la popolazione di cellule apoptotiche (positive all’Annessina V-negative al PI). I risultati 
mostrati in figura sono rappresentativi di tre diversi esperimenti. 
È interessante osservare che il trattamento con il PN determina profonde alterazioni 
nella morfologia delle cellule MDA-MB231. Le analisi condotte al microscopio ottico 
hanno dimostrato che già dopo 1 h di incubazione le cellule tendono ad assumere una 
morfologia tondeggiante; a 4 h risultano già tutte tonde e inizia il distacco dal substrato, 
un effetto che è annullato dall’aggiunta dell’ antiossidante NAC (Fig. 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Valutazione degli effetti del PN sul ciclo cellulare. Le cellule sono state trattate con PN per i 
tempi indicati in figura e sono state sottoposte ad analisi citofluorimetrica dopo incubazione con PI. 
Sull’asse x è riportata l’intensità di fluorescenza, sull’asse y è indicato il numero di eventi. I dati sono 
stati elaborati mediante il software Expo32. I risultati mostrati sono rappresentativi di tre diversi 
esperimenti. 
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Figura 4: Effetti del PN sulla morfologia cellulare. Le cellule sono state trattate con PN 25 µM per 4  h 
in presenza ed in assenza di NAC 2 mM. Al termine le cellule sono state osservate al microscopio ottico 
utilizzando un ingrandimento 200X. Le immagini mostrate sono rappresentative di tre diversi 
esperimenti. 
 
 
IL PN INDUCE PRODUZIONE DI ROS E INCREMENTA IL LIVELLO DELLO 
IONE CALCIO  
 
Poiché i dati di vitalità cellulare e le analisi morfologiche hanno mostrato che gli effetti 
del PN sono annullati dall’ antiossidante NAC (che previene gli effetti esercitati dal PN 
sulla vitalità e sulla morfologia), sono stati condotti degli esperimenti per accertare se il 
PN potesse espletare un’azione citotossica mediante l’induzione di stress ossidativo.  A 
tale scopo è stata valutata la produzione di anione superossido impiegando il DHE, un 
fluorocromo che viene ossidato dall’O2-. e dopo conversione in etidio si intercala nel 
DNA emettendo fluorescenza rossa. Come si evince dalle immagini in fluorescena 
riportate in Fig. 5, dopo circa 2-6 h di trattamento con PN 25 µM, si osserva la 
comparsa di un’ intensa colorazione di colore rosso. Questi risultati sono stati 
confermati anche da analisi citofluorimetriche che dimostrano che già dopo appena 3 h 
di incubazione in presenza di PN, il 39,3% delle cellule presenta positività al 
fluorocromo rispetto alle cellule controllo non esposte ad alcun trattamento. Dai dati 
ottenuti è interessante osservare che la produzione dell’anione superossido è annullata 
dall’apocinina, un inibitore dell’enzima NADPH ossidasi (NOX), suggerendo il  
coinvolgimento di questo enzima nella produzione di questa specie radicalica. Le 
ricerche condotte hanno anche dimostrato che il chelante del calcio BAPTA-AM 
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previene la produzione dell’anione superossido, lasciando ipotizzare che questo ione 
possa svolgere un ruolo nell’attivazione della NOX (Fig. 5 A e B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Il PN induce produzione di anione superossido. Le cellule sono state trattate per circa 3 h 
con PN 25 µM in presenza ed in assenza di apocinina 100 µM e BAPTA 10 µM. Al termine del 
trattamento le cellule sono state incubate con il DHE 20 µM. L’ossidazione del DHE da parte dell’anione 
superossido genera fluorescenza rossa. (A) Valutazione dell’anione superossido mediante microscopia a 
fluorescenza. Al termine dell’incubazione con DHE le cellule sono state osservate mediante un 
microscopio LEICA DMR equipaggiato con fotocamera DC300F utilizzando un filtro per la rodamina. Le 
immagini mostrate in figura sono rappresentative di tre diversi esperimenti e sono state acquisite con un 
ingrandimento 200 X. (B) Dosaggio dell’anione superossido mediante citofluorimetria. Al termine del 
trattamento le cellule sono state staccate con tripsina ed incubate con il DHE. Dopo 15 min di 
incubazione con il fluorocromo la fluorescenza è stata valutata mediante citofluorimetro Beckman 
Coulter Epics XL ed i dati sono stati analizzati mediante il software Expo32. In ascissa è indicata 
l’intensità di fluorescenza ed in ordinata il numero di eventi. I dati riportati in (A) e in (B) sono 
rappresentativi di tre esperimenti differenti. 
 
Successivamente è stata effettuata una valutazione generale dei ROS impiegando il 
fluorocromo H2DCFDA, il quale viene ossidato da queste molecole generando una 
prodotto fluorescente verde. La produzione dei ROS è stata valutata dopo diversi 
intervalli di tempo in presenza di PN 15 µM. I dati riportati in Fig. 6, ottenuti mediante 
analisi di microscopia a fluorescenza, mostrano che già dopo soltanto 1 h di trattamento 
A 
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con il composto quasi la totalità delle cellule (90%) presenta fluorescenza verde 
brillante. Questa percentuale si mantiene elevata nelle prime 3 h di incubazione con  
PN, per poi decrementare progressivamente, fino a raggiungere un valore pari al 30% 
dopo 16 h di trattamento (Fig. 6 A-C). La produzione dei ROS viene annullata dal NAC 
e dal BAPTA-AM. È interessante notare che mentre la produzione dei ROS viene 
prevenuta dall’apocinina dopo 1 h di trattamento, questo inibitore risulta meno efficace 
quando l’incubazione con PN viene effettuata per 8 h. Invece il rotenone, un inibitore 
del complesso I della catena respiratoria, e l’FCCP, un disaccoppiante della 
fosforilazione ossidativa, esercitano un modesto effetto inibitorio ad 1 h di trattamento, 
mentre inibiscono consistentemente l’incremento dei ROS ad 8 h (Fig. 6 D ed E). 
Complessivamente questi risultati lasciano ipotizzare che alla base della produzione dei 
ROS esistono diversi meccanismi: uno dipendente dalla NADPH ossidasi (1-8 h), l’altro 
invece avrebbe origine prevalentemente dalla fosforilazione ossidativa. 
I risultati ottenuti impiegando il BAPTA-AM, il quale annulla sia la produzione 
dell’anione superossido, sia la produzione dei ROS, suggeriscono che il calcio possa 
svolgere un ruolo nell’induzione dello stress ossidativo. Per valutare il coinvolgimento 
di questo ione nel meccanismo d’azione del PN sono state condotte analisi di citometria 
di flusso dopo incubazione delle cellule con FLUO-3AM, un fluorocromo che emette 
fluorescenza verde in seguito al legame con il calcio. Come è possibile osservare dalla 
Fig. 7, l’incremento del calcio citoplasmatico è un evento particolarmente precoce nelle 
cellule incubate con PN, infatti già dopo soltanto 30 min di trattamento i livelli di 
questo ione raggiungono un valore pari al 30,2%. Il suo livello incrementa ulteriormente 
dopo 1 h (46,1%) e successivamente i livelli cominciano a decrementare (Fig. 7). 
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Figura 6: Il PN determina produzione di ROS. (A), (B), (D) ed (E) Valutazione della produzione dei 
ROS mediante microscopia a fluorescenza. Le cellule sono state trattate per i tempi indicati in figura con 
PN 15 µM in presenza ed in assenza di NAC 2 mM, BAPTA-AM 10 µM, apocinina 100 µM, FCCP 1 
µM  e rotenone 1 µM. Al termine il terreno è stato rimosso e sostituito con 100 µl di H2DCFDA 50 µM. 
L’ossidazione dell’H2DCFDA da parte dei ROS genera fluorescenza verde che è stata evidenziata 
mediante microscopio Leica DMR dotato di fotocamera DC300F, impiegando un filtro FITC. In (A) e in 
(D) le immagini sono state acquisite con ingrandimento 200X e sono rappresentative di tre diversi 
esperimenti. In (B) e (E) è riportata la percentuale di cellule verdi calcolata dopo aver contato le cellule in 
5 campi per condizione. In (B) in ascissa è riportata la durata del trattamento e in ordinata è indicata la 
percentuale di cellule verdi rispetto alle cellule totali. In (E) in ascissa è indicata la condizione di 
trattamento ed in ordinata la % di cellule verdi (C) Valutazione della produzione dei ROS mediante 
citofluorimetria. Dopo diversi intervalli di trattamento con il PN 15 µM le cellule sono state incubate con 
H2DCFDA per 30 min. La fluorescenza verde è stata valutata utilizzando un citofluorimetro Beckman 
Coulter Epics XL. I risultati sono stati analizzati mediante il software Expo 32, sull’asse delle x è 
riportata l’intensità di fluorescenza, sull’asse y è indicato il numero di eventi. I dati riportati sono 
rappresentativi di tre esperimenti differenti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Effetti del PN sui livelli del Calcio intracellulare. Le cellule sono state trattate con PN 15 
µM per diversi tempi. Al termine sono state incubate con FLUO-3AM per 1 h e sottoposte ad analisi 
citofluorimetrica mediante citofluorimetro Beckman Coulter Epics XL. I risultati sono stati analizzati 
impiegando il software Expo32. Sull’asse delle x è riportata l’intensità di fluorescenza e sull’asse y il 
numero di eventi. I risultati mostrati in figura sono rappresentativi di tre diversi esperimenti. 
EFFETTI DEL PN SULLE CHINASI ERK 1/2, JNK E RIP-1 
 
In rapporto ai dati ottenuti sono stati valutati fattori che possono svolgere un ruolo 
nell’induzione di stress ossidativo. I risultati ottenuti mediante analisi di western 
blotting e riportati in Fig. 8 hanno evidenziato che il PN incrementa in modo dose 
dipendente i livelli della forma fosforilata e quindi attiva delle chinasi ERK e JNK ed i 
livelli della chinasi RIP-1. Questi effetti sono già evidenti dopo soltanto 2 h di 
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trattamento con la dose 15 µM e incrementano ulteriormente impiegando dosi maggiori 
di composto (25 e 50 µM). Valutando l’effetto della dose 25 µM nel tempo si osserva 
che i livelli di p-ERK1/2, p-JNK e RIP-1 subiscono un incremento già dopo 1 h di 
trattamento, raggiungendo un picco dopo 2-4 h. È interessante osservare che 
l’incremento di p-ERK 1/2 indotto dal PN viene contrastato dall’U0126, un inibitore di 
MEK 1/2 (mitogen-activated protein kinase kinase 1/2) (Favata et al, 1998), una chinasi 
che agisce a monte di ERK 1/2 nella cascata delle MAPK (Kurdi et al., 2007). Tale 
effetto invece non viene contrastato dall’aggiunta di apocinina, di NAC o di SP600125, 
un inibitore di JNK (Bennet et al., 2001), lasciando ipotizzare che l’attivazione di ERK 
1/2 sia un evento precoce che preceda la produzione dei ROS e l’attivazione di JNK. 
Questi dati sono in accordo con quanto dimostrato da Moon et al., i quali hanno 
evidenziato che la chinasi ERK può incrementare la trascrizione della NOX, favorendo 
la produzione di ROS (Moon et al., 2010). Inoltre è stato dimostrato che ERK può 
fosforilare la subunità p47 della NADPH ossidasi, determinandone la migrazione verso 
la membrana, dove si assembla con le altre subunità che costituiscono l’enzima, 
consentendone l’attivazione (Dewas et al., 2000). L’incremento di p-JNK indotto dal 
PN viene invece prevenuto dal NAC, dall’apocinina e dall’U0126, si può ipotizzare 
quindi che l’attivazione di questa chinasi possa dipendere dallo stress ossidativo indotto 
in seguito all’azione di ERK 1/2 sulla NADPH ossidasi. Infine nessuno degli inibitori 
impiegati (NAC, apocinina, SP600125 e U0126) è in grado di contrastare l’effetto del 
PN su RIP-1, suggerendo che questo evento sia indipendente dall’incremento dei ROS e 
dall’attivazione di JNK ed ERK (Fig. 8). 
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Figura 8: Effetti del PN sui livelli delle chinasi ERK1/2, JNK e RIP-1.  Le cellule sono state trattate 
per i tempi indicati in figura con diverse dosi di PN in assenza o in presenza di NAC 2 mM, SP600125 50 
µM, apocinina 100 µM, U0126 20 µM. Al termine sono stati preparati gli estratti cellulari che sono stati 
sottoposti ad analisi di western blotting. I risultati mostrati sono rappresentativi di tre diversi esperimenti. 
L’omogeneità del contenuto proteico delle singole prove è stata accertata mediante immunoblotting 
dell’actina. 
EFFETTI DEL PN SULLE COMPONENTI DEL RIPOPTOSOMA E SUI LIVELLI 
DELLE CASPASI 
 
È noto che l’attività della chinasi RIP-1 viene modulata all’interno di un complesso che 
prende il nome di “ripoptosoma”. Questo complesso contiene, oltre a RIP-1, la molecola 
adattatrice FADD, la pro-caspasi 8 e le due isoforme di c-FLIP (FLIPL ed S). All’interno 
di questo complesso la pro-caspasi 8 può formare un eterodimero con FLIPL, il quale 
determina un taglio proteolitico della chinasi RIP-1, si ottiene così un frammento C-
terminale, coinvolto nell’evento apoptotico. Quando la pro-caspasi 8 è assente o inibita 
(per esempio da FLIPS), RIP-1 si accumula e attiva la necroptosi, una forma di necrosi 
programmata (Feoktistova et al., 2011). Sono state quindi condotte analisi di western 
blotting per indagare se nelle nostre condizioni l’attivazione di RIP-1 potesse dipendere 
da variazioni nei livelli di proteine del “ripoptosoma”. I risultati ottenuti evidenziano 
una riduzione del livello di FADD e della pro-caspasi 8, che non si accompagna alla 
comparsa del corrispondente frammento attivo. Inoltre si osserva un incremento del 
livello di c-FLIP ed in maniera più spiccata dell’ isoforma FLIPS. Questi effetti si 
osservano già dopo 4 h di trattamento e incrementano ulteriormente nel tempo, 
divenendo particolarmente evidenti a 16 h di trattamento (Fig. 9). Le analisi di western 
blotting, valutando i livelli delle pro-caspasi 3 e 9 hanno altresì confermato che il PN 
agisce attraverso un meccanismo caspasi-indipendente. Analogamente a quanto 
osservato per la pro-caspasi 8, anche i livelli di queste due proteasi si riducono già dopo 
4 h e decrementano ulteriormente a 16 h di trattamento. Tale evento non si accompagna 
a comparsa dei frammenti attivi (Fig. 9).  
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Figura 9: Effetti esercitati dal PN sul livello della pro-caspasi 8, c-FLIP, FADD, pro-caspasi 3 e pro-
caspasi 9.  Le cellule sono state trattate con PN 25 µM per i tempi indicati. Al termine le cellule sono 
state lisate e i campioni sono stati sottoposti ad analisi di western blotting. I risultati riportati sono 
rappresentativi di tre diversi esperimenti. L’omogeneità del contenuto proteico delle singole prove è stata 
accertata mediante immunoblotting dell’actina. 
 
EFFETTO DEL PN SUI GRUPPI TIOLICI LIBERI E PROTEICI E SUL GSH 
 
L’osservazione che il PN induce un rapido e consistente incremento dei ROS ha indotto 
a valutare quale fosse l’effetto del composto sul contenuto di gruppi tiolici liberi e 
proteici e del GSH. In condizioni di stress ossidativo solitamente si assiste ad una 
riduzione nel livello di queste molecole. Il dosaggio dei gruppi SH è stato effettuato 
mediante saggio colorimetrico, dopo colorazione con il reagente di Ellman; per 
effettuare tali studi le cellule sono state trattate per diversi intervalli di tempo con PN 25 
µM. Come è possibile osservare in Fig. 10 il trattamento causa un rapido decremento 
dei gruppi tiolici proteici già dopo 2-4 h, raggiungendo valori pari al 30% del controllo 
dopo 16 h di trattamento. Un decremento ancora più consistente si osserva per i gruppi 
tiolici liberi che dopo 16 h raggiungono un valore pari al 10-15% del controllo. Il GSH 
è stato misurato utilizzando uno specifico kit, in seguito al trattamento la concentrazione 
di questa molecola si riduce in maniera analoga a quanto avviene per i gruppi tiolici 
liberi, raggiungendo un valore pari al 10-15 % del controllo dopo 16 h (Fig. 10). 
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Figura 10: Il PN induce un decremento dei gruppi tiolici e del GSH. Le cellule sono state trattate per 
diversi tempi con PN 25 µM. Al termine i gruppi tiolici liberi e proteici ed il GSH sono stati dosati 
mediante un saggio colorimetrico, come descritto in Materiali e Metodi. In ascissa è riportata la durata del 
trattamento, in ordinata la concentrazione dei gruppi tiolici e del GSH espressa come nmol/10
5
 cellule. I 
risultati sono la media di tre esperimenti ± S.E. *P < 0,01 rispetto al controllo incubato con il solo 
veicolo. 
 
EFFETTI DEL PN SU NF-kB  
 
È noto che il PN esercita un effetto inibitorio sul fattore di trascrizione NF-kB, il quale 
svolge un importante ruolo nella sopravvivenza, nell’angiogenesi e nello sviluppo di 
metastasi. Nelle cellule di carcinoma mammario triplo negativo, quali le MDA-MB231, 
questo fattore di trascrizione risulta particolarmente attivo, pertanto l’impiego di 
composti in grado inibirlo rappresenta una strategia efficace contro questa forma 
tumorale (Nakshatri et al., 1997). Per studiare l’effetto esercitato dal PN su NF-kB nelle 
cellule MDA-MB231 è stato impiegato uno specifico kit che consente di valutare 
l’attività di legame al DNA di p65, una delle principali subunità che compongono 
questo fattore di trascrizione. È stato quindi valutato l’effetto di diverse dosi di 
composto per 16 h; impiegando la dose 4 µM già si cominciano ad osservare degli 
effetti, in quanto l’attività di p65 si riduce di circa il 30% rispetto al controllo, l’effetto 
inibitorio risulta particolarmente evidente con la dose 50 µM, che riduce l’attività di p65 
del 75% (Fig. 11 A). Inoltre analisi di western blotting hanno evidenziato che il PN 25 
µM dopo 16 h di trattamento riduce consistentemente  il livello di p65 (Fig. 11 B). È 
stato documentato che l’attività di NF-kB può essere modulata dai ROS, infatti tali 
molecole possono ossidare una cisteina presente sulla subunità p65 di questo fattore di 
trascrizione, impedendone il legame al DNA (Morgan et al., 2011). Pertanto per 
valutare se l’inibizione di NF-kB potesse essere correlata all’incremento dei ROS 
PN treatment (h) PN treatment (h) PN treatment (h) 
25 µM PN  
CTR  
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indotto dal PN, sono stati condotti alcuni esperimenti impiegando il NAC, che come è 
possibile vedere nella figura, è in grado di prevenire sia l’inibizione dell’attività di 
legame al DNA di NF-kB, che il decremento di p65 indotto dal PN (Fig. 11 A e B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11:  Effetti esercitati dal PN su NF-kB.  (A) Il PN riduce l’attività di legame al DNA di p65. Le 
cellule sono state trattate per 16 h con diverse dosi di PN in presenza o in assenza di NAC 2 mM. 
L’attività di legame al DNA di p65 è stata valutata negli estratti nucleari, utilizzando uno specifico kit 
come descritto in Materiali e Metodi. Sull’asse delle ascisse è indicata la concentrazione di composto 
impiegata e sull’asse delle ordinate è riportata l’attività di p65, espressa come percentuale rispetto al 
controllo. I risultati sono la media di tre distinti esperimenti ± S.E. *P < 0,01 rispetto al controllo incubato 
con il solo veicolo. (B) Il  PN riduce i livelli di p65. Le cellule sono state trattate per 16 h con PN 25 µM 
in presenza o in assenza di NAC 2mM. Al termine del trattamento le cellule sono state lisate e sottoposte 
ad analisi di western blotting come descritto in Materiali e Metodi. L’omogeneità del contenuto proteico 
delle singole prove è stata accertata mediante immunoblotting dell’actina. Le immagini sono 
rappresentative di tre diversi esperimenti.  
 
IL PARTENOLIDE CAUSA DISSIPAZIONE DEL POTENZIALE DI MEMBRANA 
MITOCONDRIALE E NECROSI DELLE CELLULE 
 
È noto che i ROS possono ossidare i gruppi tiolici di alcune proteine localizzate nella 
membrana mitocondriale, favorendo la formazione di pori e determinando quindi una 
depolarizzazione del mitocondrio (Petronilli et al., 1994), inoltre è stato dimostrato che 
l’accumulo di GSH ossidato favorisce la formazione di tali pori (Halestrap et al., 2009). 
Pertanto, poiché i risultati ottenuti  hanno dimostrato che il PN induce la produzione di 
ROS con conseguente caduta dei livelli del GSH, è stato valutato se questo composto 
potesse determinare una caduta del potenziale di membrana mitocondriale.  Il ΔΨm è 
stato valutato impiegando il JC1, un catione lipofilo che viene attratto dalle cariche 
negative presenti nella matrice dei mitocondri con potenziale di membrana integro, 
A B 
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all’interno di questo spazio ristretto questa molecola polimerizza emettendo 
fluorescenza rossa (J-aggregati). Quando il mitocondrio va incontro ad eventi di 
depolarizzazione JC1 si accumula prevalentemente nel citosol dove si trova in forma 
monomerica ed emette fluorescenza verde. Per valutare il ΔΨm le cellule sono state 
trattate con PN 25 µM per diversi tempi, dopo circa 4 h di incubazione con il composto 
prevale la colorazione rossa, indice di un potenziale di membrana integro, prolungando 
il trattamento la colorazione verde incrementa fino a raggiungere un picco a 16 h, 
quando la maggior parte delle cellule presenta una dissipazione del potenziale di 
membrana mitocondriale. Anche questo effetto viene prevenuto dal NAC, indicando il 
coinvolgimento dei ROS nella depolarizzazione del mitocondrio (Fig. 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Il PN determina depolarizzazione del potenziale di membrana mitocondriale. Le cellule 
sono stata trattate per diversi tempi con PN 25 µM in presenza o in assenza di NAC 2 mM e 
successivamente incubate con il JC-1 per 15 minuti. La fluorescenza è stata valutata utilizzando un 
microscopio a fluorescenza Leica DMR dotato di fotocamera DC300F, impiegando un filtro per la 
rodamina per visualizzare i J-aggregati ed un filtro FITC per evidenziare la forma monometrica di JC-1 
(indice di depolarizzazione del mitocondrio). Le immagini sono state acquisite mediante il software Leica 
Q Fluoro ad un ingrandimento 200 X. Le immagini mostrate risultano dalla sovrapposizione (merge) delle 
immagini ottenute con il filtro FITC e quelle ottenute con il filtro per la rodamina. Le immagini mostrate 
in figura sono rappresentative di tre diversi esperimenti.  
 
Al fine di verificare se il PN fosse in grado di determinare eventi necrotici nelle cellule 
MDA-MB231, dopo il trattamento con questo composto, le cellule sono state colorate 
con PI, un colorante che penetra esclusivamente all’interno di cellule con membrana 
danneggiata, che sono considerate necrotiche o in apoptosi tardiva, colorando il nucleo 
in rosso. Valutando l’effetto del PN 15 µM nel tempo si osserva nelle prime 8 h una 
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debole positività al PI, mentre in una fase successiva la percentuale di cellule rosse 
aumenta progressivamente, raggiungendo un picco dopo 20 h di trattamento (80%) (Fig. 
13 A e B). Questo effetto viene annullato dal NAC e dalla Nec-1, confermando il ruolo 
centrale dei ROS e di RIP-1 nell’evento necrotico indotto dal PN (Fig. 13 C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 13: (A) e (B) Il PN incrementa la percentuale di cellule positive al PI. Le cellule sono state 
trattate con PN 15 µM in presenza o in assenza di NAC 2mM, apocinina 100 µM e Nec-1 50 µM, per i 
tempi indicati in figura e successivamente incubate con PI. (A) e (B) tempo dipendenza. In (A) sono 
riportare le immagini ottenute al microscopio a fluorescenza Leica DMR dotato di fotocamera DC300F 
utilizzando un filtro per la rodamina, impiegando un ingrandimento 100 X. Le immagini sono 
rappresentative di tre diversi esperimenti. (C) Effetto degli inibitori. In  (B) e (C) le cellule rosse sono 
state contate in tre diversi campi ed è stata calcolata la percentuale di cellule positive al PI rispetto alle 
cellule totali. Nel pannello (B) è riportata in ascissa la durata del trattamento ed in ordinata la percentuale 
di cellule positive al PI. In (C) sull’asse x sono riportate le condizioni di trattamento e sull’asse y la 
percentuale di cellule positive al PI. I valori ottenuti sono la media di tre diversi esperimenti ± S. E. * P < 
0.01 rispetto al controllo incubato con il solo veicolo. 
 
 
A 
B C 
CTR 15 µM PN 2 h 15 µM PN 8 h 15 µM PN 16 h  
1)CTR 
2) 15 µM PN 
3) 15 µM PN  + 2mM NAC 
4) 15 µM PN+100 µM apocynin 
5) 15 µM PN  + 50 µM Nec-1 
 
B
ri
gh
t 
Fi
el
d
 
P
I 
76 
 
IL PN DETERMINA AUTOFAGIA 
 
Al fine di precisare il meccanismo d’azione del PN nelle cellule MDA-MB231 è stata 
valutata la presenza di segni di autofagia mediante colorazione con 
monodansilcadaverina (MDC). La MDC è un colorante fluorescente verde che si 
accumula all’interno dei vacuoli autofagici determinando la presenza di una serie di spot 
verdi all’interno della cellula. Osservando le cellule al microscopio a fluorescenza dopo 
trattamento con PN 15 µM per diversi intervalli di tempo si osserva che, già dopo 1 h, 
un’elevata percentuale di cellule (65%) risulta positiva alla MDC; questa percentuale si 
mantiene elevata durante le prime 8 h di incubazione (80%), e decrementa prolungando  
il trattamento fino a 16 h (40%) (Fig. 13 A e B). Il coinvolgimento dell’autofagia nel 
meccanismo indotto dal PN è stato confermato da analisi di western blotting, condotte 
per valutare i livelli di due noti marker autofagici: LC3 e beclina-1. La proteina LC3 
può essere presente in due forme: LC3I ed LC3II. Durante l’evento autofagico la 
proteina LC3I subisce un taglio proteolitico da parte della proteasi Atg4 e viene 
successivamente coniugata con la fosfatidiletanolamina dagli enzimi Atg3 e Atg7, si 
ottiene così la forma LC3II che si associa alla membrana dell’autofagosoma. La 
beclina-1 invece forma un complesso con la PI3K III, tale complesso interviene nella 
maturazione dell’autofagosoma (Pyo et al., 2012). Come è possibile osservare in Fig. 13 
D, il PN incrementa il livello di LC3II in modo dose dipendente, infatti gli effetti si 
osservano già con la dose 15 µM e incrementano ulteriormente con le dosi più elevate 
(25 e 50 µM). Inoltre gli studi condotti impiegando la dose 25 µM per diversi tempi 
mostrano un effetto particolarmente evidente dopo 2 h di trattamento. Anche il livello 
della beclina-1 incrementa in modo dose-dipendente, raggiungendo un picco dopo 2 h di 
trattamento (Fig. 13 D). È interessante sottolineare che tutti i segni di autofagia 
osservati nelle cellule incubate con PN vengono prevenuti dalla 3-metiladenina e dalla 
wortmannina. La prima è un inibitore della PI3KIII, una chinasi notoriamente coinvolta 
nell’evento autofagico. La wortmannina invece è un inibitore generale di tutte le 
isoforme della PI3K. Inoltre l’autofagia indotta dal PN viene contrastata dall’SP600125 
e dalla Nec-1, suggerendo il coinvolgimento di JNK e di RIP-1 nell’evento autofagico 
(Fig. 13 C e D). 
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Figura 13: Il PN determina autofagia nelle cellule MDA-MB231. (A-C) Valutazione della comparsa di 
vacuoli autofagici. Le cellule sono state trattate con PN 15 µM per diversi tempi in presenza ed in assenza 
di 3MA 5 mM, wortmannina 2 µM, SP600125 50 µM, Nec-1 50 µM. Al termine sono state incubate con 
MDC 50 µM per 10 min. La fluorescenza è stata evidenziata mediante un microscopio a fluorescenza 
Leica DMR dotato di fotocamera DC300F impiegando un filtro FITC. Sono state acquisite le immagini in 
5 campi per condizione con un ingrandimento 400 X. Le immagini sono rappresentative di tre esperimenti 
diversi. (B) Quantificazione delle cellule positive alla MDC. Le cellule sono state contate ed è stata 
valutata la percentuale di cellule positive alla MDC rispetto alle cellule totali. Sull’asse delle ascisse è 
riportata la durata del trattamento, sull’asse delle ordinate è indicata la percentuale di cellule positive alla 
MDC. (C) Effetto degli inibitori sulla percentuale di cellule positive alla MDC. In ascissa sono indicati i 
composti impiegati ed in ordinata la percentuale di cellule positive alla MDC. In (B) e in (C) i valori sono 
la media di tre diversi esperimenti ± S. E. * P < 0.01 rispetto al controllo incubato con il solo veicolo. (D) 
Effetti del PN sul livello di LC3 e beclina-1. Le cellule sono state trattate con diverse dosi di PN per 
diversi tempi in presenza o in assenza degli inibitori indicati in figura. Al termine del trattamento le 
cellule sono state lisate e sottoposte ad analisi di western blotting come descritto in Materiali e Metodi. 
L’omogeneità del contenuto proteico delle singole prove è stata accertata mediante immunoblotting 
dell’actina. Le immagini sono rappresentative di tre esperimenti differenti.  
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 I dati riportati in questa tesi si inseriscono in una più ampia linea di ricerca, condotta 
presso il laboratorio di Biochimica del Dipartimento di Biomedicina Sperimentale e 
Neuroscienze Cliniche (BioNeC, ora STEBICEF) dell’Università degli Studi di 
Palermo. Da lungo tempo presso questo laboratorio vengono studiati gli effetti del PN 
su diverse linee di cellule tumorali umane al fine di delucidarne la modalità d’azione. Il 
PN è un composto di origine naturale appartenente alla famiglia dei sesquiterpeni 
lattoni, che negli ultimi anni ha attratto l’attenzione della comunità scientifica in virtù 
della sua particolare azione citotossica sulle cellule tumorali, mentre presenta scarsa 
tossicità nei confronti delle cellule normali. Tali osservazioni sperimentali hanno 
indicato il PN come un composto antitumorale molto promettente (Ghantous et al., 
2013).  
Lo studio presentato in questa tesi si è proposto di valutare gli effetti citotossici e 
chiarire il meccanismo d’azione del PN in cellule di carcinoma mammario umano 
MDA-MB231. 
 Le cellule MDA-MB231 rappresentano un modello di carcinoma del seno triplo 
negativo, una forma particolarmente aggressiva e metastatica, resistente alle terapie 
tradizionalmente impiegate per la cura del carcinoma mammario (Reis Filho et al., 
2008). Pertanto è di fondamentale importanza la messa a punto di strategie terapeutiche 
efficaci nei confronti di tale forma tumorale. 
Le cellule MDA-MB231 si sono rivelate particolarmente sensibili all’azione del PN, il 
quale è in grado di determinare chiari effetti sulla vitalità cellulare in modo dose e 
tempo dipendente. I risultati degli esperimenti condotti suggeriscono una particolare 
efficacia del PN 25 µM, dose che è stata impiegata per effettuare gli esperimenti 
riportati nella tesi. Per alcuni esperimenti, quali il dosaggio dello ione calcio, la 
determinazione dei ROS, la valutazione dell’autofagia tramite l’impiego della MDC e 
della morte per necrosi mediante colorazione con PI, i risultati riportati sono stati 
ottenuti con la concentrazione 15 µM, in quanto impiegando questa dose si riescono ad 
apprezzare meglio le differenze tra le diverse condizioni di trattamento.  
Osservando le cellule al microscopio ottico si osserva che il PN determina profonde 
alterazioni della morfologia cellulare, infatti già dopo soltanto 4 h di incubazione 
un’elevata percentuale di cellule assume una morfologia tondeggiante e comincia a 
staccarsi dal substrato.  
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I risultati ottenuti evidenziano inoltre che alla base del meccanismo d’azione del PN 
nelle cellule MDA-MB231 vi è l’induzione di stress ossidativo. Già dopo poche ore di 
trattamento questo composto induce infatti una consistente produzione di ROS, tra cui  
l’anione superossido. Alla luce di questi risultati sono state condotte ulteriori indagini 
per individuare l’origine dei ROS, a tale proposito sono stati impiegati alcuni inibitori 
quali l’apocinina (inibitore della NADPH ossidasi), il rotenone (inibitore del complesso 
I della fosforilazione ossidativa), lo FCCP (una molecola disaccoppiante) e il BAPTA-
AM (un chelante del calcio). I risultati ottenuti hanno chiaramente mostrato che dopo 
poche ore di trattamento la produzione dei ROS e dell’anione superossido è contrastata 
dall’apocinina, suggerendo, in accordo con quanto documentato da Sun et al. e da Wang 
et al. (Sun et al., 2010; Wang et al., 2006), che in questa fase il PN attivi la NOX. In una 
seconda fase di trattamento (8-16 h) i ROS vengono invece prodotti prevalentemente a 
livello della catena respiratoria mitocondriale, infatti la loro produzione viene inibita 
dall’aggiunta di FCCP e rotenone.  
I dati sperimentali suggeriscono che l’attivazione della NADPH ossidasi indotta dal PN 
possa dipendere dall’intervento della chinasi ERK. È noto infatti che l’espressione di 
questa attività può essere stimolata in seguito all’attivazione della via di ERK (Moon et 
al., 2010). Inoltre è stato dimostrato che pERK può fosforilare la subunità p47 della 
NOX, consentendo l’attivazione di questo complesso multienzimatico (Dewas et al., 
2000). Il coinvolgimento di pERK nel meccanismo d’azione del PN è stato confermato 
da analisi di western blotting che mostrano un incremento della forma fosforilata e 
quindi attiva di questa chinasi. Anche lo ione calcio ha un ruolo nell’attivazione della 
NOX indotta dal PN, infatti sia la produzione dei ROS, sia la produzione dell’anione 
superossido vengono inibite dal BAPTA-AM. Il calcio potrebbe determinare questo 
effetto mediante attivazione della PKC, dati presenti in letteratura infatti dimostrano che 
tale chinasi può favorire l’attivazione della NOX mediante fosforilazione della subunità 
p47. Inoltre mediante eventi di fosforilazione la pkC può contribuire all’attivazione 
della subunità RAC-1 della NOX (Brechard et al., 2008). Infine è nota l’esistenza di 
un’isoforma della NOX sensibile al calcio: la NOX5 (Paletta-Silva et al., 2013). Il 
coinvolgimento dello ione calcio nel meccanismo d’azione del PN ha trovato conferma 
nei dati sperimentali che ne hanno evidenziato un consistente incremento già dopo 30 
min-1h di trattamento.  
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Questi risultati sono in linea con quanto documentato da Riganti et al., i quali hanno 
dimostrato che il PN può incrementare i livelli del calcio esercitando un effetto 
inibitorio sui canali SERCA, che gestiscono il trasporto del calcio nel reticolo 
endoplasmatico (Riganti et al., 2009).  
I ROS prodotti in seguito al trattamento con il PN svolgono un ruolo centrale nel 
meccanismo d’azione del composto, infatti gran parte degli effetti indotti dal PN 
vengono annullati dalla molecola antiossidante NAC. Tra le conseguenze dello stress 
ossidativo vi sono: 1) la riduzione della vitalità; 2) le alterazioni morfologiche; 3) il 
decremento dei gruppi tiolici liberi e proteici e del GSH, evento che contribuisce a 
ridurre le difese antiossidanti della cellula; 4) l’attivazione della chinasi JNK, una 
chinasi notoriamente attivata dallo stress, coinvolta in eventi di morte cellulare 
programmata (Seki et al., 2012); 5) l’inibizione dell’attività di legame al DNA di NF-
kB, un fattore di trascrizione che media eventi di sopravvivenza cellulare (Baldwin et 
al., 2001). 
Dopo lunghi intervalli di trattamento con il PN (16 h)  il persistente stress ossidativo e 
la conseguente deplezione del GSH determinano l’apertura di pori nella membrana 
mitocondriale, alterandone la permeabilità e determinando una dissipazione del ΔΨm. È 
stato ampiamente dimostrato infatti che nella membrana mitocondriale sono presenti 
delle proteine che in risposta a specifici stimoli formano il poro di transizione per la 
permeabilità mitocondriale (PTP, Permeability Transition Pore). Queste proteine 
contengono dei gruppi tiolici che possono essere ossidati dai ROS, determinando 
l’apertura del PTP. Inoltre l’accumulo della forma ossidata del GSH favorisce l’apertura 
di tale poro (Halestrap et al., 1998; Chernyak et al., 1997).   
Un’altra conseguenza dello stress ossidativo è la comparsa di segni di autofagia, questo 
dato è  particolarmente interessante in quanto fino ad ora non è mai stato documentato 
un rapporto tra PN ed eventi autofagici. Anche l’autofagia è un evento molto precoce, 
già dopo poche ore di trattamento si osserva infatti la comparsa di vacuoli autofagici, 
evidenziati mediante la colorazione con MDC. Una conferma di tale dato è stata 
ottenuta valutando la conversione della proteina LC3 dalla forma LC3I alla forma LC3II 
e l’incremento della beclina-1, noti marker autofagici (Yang et al., 2009). I dati ottenuti 
hanno anche evidenziato che l’incremento di LC3II e beclina-1 vengono contrastati dal 
NAC, suggerendo il coinvolgimento dei ROS nella comparsa di segni di autofagia 
indotta dal PN. Questi dati sono in accordo con quanto dimostrato da Scherz-Shouval et 
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al., i quali hanno evidenziato un coinvolgimento dei ROS nell’induzione dell’evento 
autofagico (Scherz-Shouval et al., 2007). La comparsa di segni autofagici osservata in 
seguito al trattamento con il PN potrebbe anche essere correlata all’intervento delle 
chinasi JNK e RIP-1. Dati recenti hanno infatti documentato che JNK svolge un ruolo 
attivo nell’evento autofagico, promuovendo il rilascio e la trascrizione della beclina-1 
(Wei et al., 2008; Park et al., 2009), ma anche incrementando i livelli di LC3 (Sun et al., 
2011) e di p62, una proteina strutturale dell’autofagosoma (Puissant et al., 2010).  
Non è stato ancora del tutto chiarito invece come RIP-1 determina autofagia, alcuni 
studi recenti suggeriscono che tale evento sia correlato alla capacità di questa proteina 
di indurre una condizione di stress ossidativo, con conseguenti danni a livello del DNA.  
Si attiverebbero così meccanismi di riparazione di questo acido nucleico che prevedono 
il coinvolgimento della PARP. L’attivazione della PARP comporta un consumo di ATP 
e NADPH, con conseguente deficit energetico in seguito al quale si attiva l’evento 
autofagico, nel tentativo di ricavare energia dalla digestione del contenuto cellulare 
(Zhang et al., 2011).  
I dati riportati in questa tesi dimostrano anche che i segni di autofagia sono 
particolarmente evidenti in una prima fase di incubazione delle cellule MDA-MB231 
con il PN (1-8 h), e decrementano prolungando il trattamento fino a 16 h. Dopo 16 h 
invece si manifestano prevalentemente segni di necroptosi, una forma di necrosi 
programmata. La presenza di un meccanismo di tipo necrotico è stata evidenziata 
mediante il saggio dell’annessina V/PI e successivamente confermato mediante 
osservazione al microscopio a fluorescenza dopo colorazione con PI. Questi esperimenti 
evidenziano un incremento della frazione di cellule positive al PI, indice di un evento 
necrotico. Un’ ulteriore conferma di questo dato è stata ottenuta impiegando la 
necrostatina-1 (Nec-1), noto inibitore della chinasi RIP-1, una proteina chiave della 
necroptosi (Kroemer et al., 2009). I dati ottenuti evidenziano infatti che la Nec-1 
previene gli effetti citotossici del PN ed inibisce la morte per necrosi osservata dopo 
incubazione con il composto. 
Il coinvolgimento di RIP-1 nell’evento di morte indotto dal PN è confermato da analisi 
di western blotting. Il livello di questo fattore infatti incrementa dopo trattamento con 
PN, un evento che potrebbe essere correlato alla mancata degradazione di tale proteina 
da parte della caspasi-8 a livello del ripotosoma. Infatti i risultati mostrano che il PN 
induce un decremento del livello della pro-caspasi 8 che non si associa alla comparsa 
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dei frammenti attivi. Inoltre  si osserva un incremento dei livelli di FLIPs, che potrebbe 
essere responsabile dell’inibizione della caspasi 8 attiva. Come è noto, quando la 
caspasi 8 è assente o inibita (per esempio da FLIPS), RIP-1 si accumula e attiva la 
necroptosi (Feoktistova et al., 2011). È interessante osservare che il trattamento con PN 
causa anche un decremento di FADD, una molecola adattatrice che consente di reclutare 
le componenti del ripoptosoma. Il decremento di FADD nelle condizioni sperimentali 
osservate potrebbe impedire l’assemblaggio del ripoptosoma e l’eventuale degradazione 
di RIP-1 a livello di questo complesso.  
L’attivazione di un meccanismo di morte caspasi-indipendente da parte del PN è 
confermata anche dall’osservazione che gli effetti citotossici indotti da questo composto 
non sono contrastati dall’inibitore generale delle caspasi zVAD. Gli studi condotti 
hanno inoltre evidenziato che il decremento dei livelli delle pro-caspasi 3, 9 e 8, non si 
accompagna alla comparsa dei corrispondenti frammenti attivi. 
In conclusione il PN determina effetti citotossici sulle cellule MDA-MB231 mediante 
un meccanismo caspasi-indipendente che può essere suddiviso in due fasi. La prima 
fase (1-8 h) prevede un rapido e consistente incremento dei ROS, che sono responsabili 
di diversi effetti indotti dal PN, quali la comparsa di segni di autofagia. In una seconda 
fase (dopo 16 h) il persistente stress ossidativo e la deplezione del GSH compromettono 
la funzionalità mitocondriale con conseguente comparsa di segni di necrosi, che si 
accompagnano all’attivazione di RIP-1. Complessivamente i risultati ottenuti 
suggeriscono che il PN potrebbe essere un buon candidato per il trattamento del 
carcinoma mammario triplo negativo. 
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